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OMS/ WHO: Organizacién Mundial de la Salud/ World Health Organization
OPS: Organizacién Panamericana de la Salud
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Resumen

La resistencia es uno de los problemas técnicos mas complejos en cuanto se refiere
a la lucha de control vectorial en Panama, desde la reinfestacion del Aedes aegypti
en 1985 y la aparicion del Ae. albopictus en el 2002, estas dos especies de
mosquitos han estado sometida a una continua y extensiva presion selectiva con
diferentes grupos quimicos de insecticidas aplicados por el Programa Nacional de
Control de Aedes (PNCA) del Ministerio de Salud (MINSA), en consecuencia, ante
estas incidencias se realizd este trabajo de investigacion para determinar la
bioeficacia de los agentes alternativos de control biolégico Vectobac® 37 WG y
Natular® DT frente a las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus en poblaciones de
mosquitos vectores de arbovirus. La seleccién de los sitios de estudio de Rio Abajo
(RA), Caminos de Omar (CO) y Villa Cardenas (VC) se realiz6 conjuntamente con
el personal técnico de control de vectores de la Regidén Metropolitana de Salud y la
Regién de Salud de San Miguelito considerando los altos indices de infestacion,
casos de arbovirus registrados y aplicaciéon frecuente de insecticidas. Mediante el
uso de la metodologia estandarizada por la OMS se logré establecer un perfil del
estado de la resistencia del insecticida quimico temefos, insecticida que ha sido
utilizado por largos afos para el control de Aedes. Igualmente, se evalu6 los dos
formulados comerciales alternativos a base de las bacterias Bacillus thuringiensis
israelensis y Saccharopolyspora spinosa. En los bioensayos realizados a CLso con
Vectobac® 37 WG, Ae. aegypti demostré una alta susceptibilidad al agente biocida,
manifestando FRso < 5, con mortalidades aproximadamente por encima del 50% del
umbral, Ae. aegypti VC registré un 73% de mortalidad. Para Ae. albopictus por su
lado, el 47% de mortalidad se observé en Ae. albopictus RA, como el registro de
mortalidad més alto.

Natular® DT también manifesté FRso < 5, pero con mortalidades por debajo del 50%
del umbral para ambas especies. Ae. albopictus RA el 25.3% de mortalidad fue el
valor mas elevado, mientras que Ae.aegypti RA solo gener6 un 22% de mortalidad.

Temefos a pesar de demostrar ser susceptible, con FRso< 5, Ae. aegypti RA registro
valores FRso = 4.38 y Ae. albopictus VC, FRso = 4.00, considerados valores muy
cercanos en escala a una resistencia moderada. Por otro lado, solo Ae.albopictus
registro valores por encima del 50% de mortalidad con un 55.3% de mortalidad para
Ae.albopictus RA, mientras que un 8% de mortalidad para Ae. aegypti VC, que fue
el valor mas alto en esta especie.
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1.1 Introduccién general

Los mosquitos son insectos que pertenecen a la familia Culicidae, que se
encuentran en el orden Diptera incluyendo a moscas, jejenes, tabanos, moscas
prietas, tipulas, cénzalos, y otros. Los mismos proliferan en condiciones
ambientales, de altas temperaturas, cambios bruscos de humedad y lluvias
constantes , tal es el caso de especies que pertenecen a la familia culicidae, que en
Su gran mayoria son insectos hematéfagos, que buscan alimentarse de sangre sea
humana o de animales, proceso que genera molestias y en el peor de los casos
actian como vector de muchas enfermedades (Carrasco, 2018).

El género Aedes es el principal transmisor de enfermedades como dengue, fiebre
amarilla, zika y chikungunya, estas zoonosis y antropozoonosis de alta prevalencia
en las regiones tropicales y subtropicales implican un gran nimero de mosquitos de
importancia epidemiolégica, no obstante, nos enfocaremos en Aedes (Parra Henao,
2010; Uribe y Chiquete, 2017; Y et al., 2018).

A nivel mundial, Aedes aegypti y Ae. albopictus son dos de las especies mas
importantes de mosquitos, en lo que se refiere a la transmision de enfermedades.
Ambas como especies invasoras, han colonizado exitosamente muchos sitios fuera

de sus ambitos nativos (Rey y Lounibos, 2015).

Aedes aegypti se ha expandido a nuevos territorios geogréficos, reportando en la
actualidad casos de fiebre amarilla en China y el resurgimiento en Africa Central,
por otro lado el zika y el chikungunya también se ha propagado por todo el
continente americano (F. Yang et al., 2020). En Panama el zika y el chikungunya se
ha mantenido con baja frecuencia, en el afio 2021, acumulando cinco casos de la
enfermedad por el virus chikungunya y, 13 por zika (MINSA, 2021a). Sin embargo,
el dengue junto con la malaria se encuentra entre una de las enfermedades con
mayor relevancia epidemiolégica debido a su enorme crecimiento en todo el mundo
(Uribe y Chiquete, 2017).



Las pocas epidemias de dengue atribuidas a Ae. albopictus, son principalmente
dengue clasico. De hecho, todas las principales epidemias de dengue hemorragico
se han producido solo en areas donde el Ae. aegypti se encuentra (Lambrechts
et al., 2010). En las américas en el afio 2021 se han reportado 1,185,185 casos de
dengue (OPS, 2021c). Panama por su parte presenta 117,360 casos acumulados
de dengue desde la epidemia de 1993 hasta el afio 2021 (MINSA, 2021b; OPS,
2021c). Estas cifras son motivo de preocupacién para los programas de salud
publica del mundo con respecto al estado de la resistencia a insecticidas en Ae.
aegypti y Ae. albopictus, debido que para prevenir estas enfermedades (dengue,
zika y chikungunya), el uso de insecticidas sintéticos es su principal medida de

control contra estos vectores (Mcallister et al., 2012).

En nuestro pais la lucha antivectorial llevada a cabo por el Programa Nacional de
Control de Aedes (PNCA) contra poblaciones de Aedes desde 1985 hasta el
presente se han realizado intervenciones contra estadios adultos con insecticidas
sintéticos del grupo de los organofosforados (OF) los agentes quimicos fenitrotién y
malation, y del grupo quimico de piretroides (PI) los insecticidas deltametrina,
ciflutrina y lambdacihalotrina. Contra las larvas el OF temefos, se ha empleado hasta
la fecha, debido a su baja toxicidad en animales y en humanos a dosis
operacionales, sin embargo, presenta persistencia en el medio ambiente. Otros de
los biocidas utilizados para larvas es el regulador de crecimiento Flubex®y el agente

bioldgico Bacillus thuringiensis var. israelensis (Caceres, 2017).

Cabe resaltar que uno de los obstaculos para el control del Ae.aegypti como vector
del dengue en muchos paises ha sido el desarrollo de la resistencia a una amplia
variedad de insecticidas (temefos, malatiébn, permetrina, propoxur y fenitrotion)
especialmente a los insecticidas piretroides, que simultaneamente con los
organofosforados han manifestado resistencia en el sudeste asiatico, América del
Sur y el Caribe (Atencia et al., 2016; Kamgang et al., 2011; Vontas et al., 2012)
Panama no se queda fuera de esta situacion, con el registro de resistencia en larvas

de la especie Ae.aegypti en Chitré al piretroide deltametrina (Caceres et al., 2012),



valores moderados de resistencia en larvas de Ae.agypti al piretroide ciflutrina y alta
resistencia al OFs pirimifosmetil y temefos en la misma especie de la 24 de
Diciembre, como al organoclorado DDT pero en adultos (Céceres, 2013).
Recientemente también se detectd resistencia en dos cepas de Panama al

insecticida propoxur y al pirimifosmetil (Tufion, 2019).

Por otro lado, para la especie Ae. albopictus a pesar de los pocos estudios descritos
de susceptibilidad y/o resistencia; en Tailandia se ha evidenciado una disminucién
significativa de susceptibilidad a ciertos Pl y OF. Malasia por su parte, los Pl revelan

perfiles de resistencia minimos en comparacion al Ae.aegypti (Intan et al., 2015).

Como se mencion6 anteriormente el grupo OF; también registra reportes de
resistencia, como es el caso de temefos, uno de los larvicidas mas utilizado para el
control de estadios acuaticos del vector del dengue en muchos paises (Kamgang
et al., 2011) documentandose resistencia para Ae. aegypti en Laos (Marcombe
et al.,, 2018), Antillas (Goindin et al., 2017), Cuba (M. Rodriguez, Bisset, Hurtado,
Montada, et al., 2016), El Salvador (Bisset et al., 2009), Brasil (Lima et al., 2011), e
incluso en Panam4, con altos niveles de resistencia reflejado en distintos trabajos
(Céaceres, 2013; Molina, 2020; Tufion, 2019). Durante décadas, el principal método
de control de las arbovirosis se ha basado en el tratamiento con insecticidas al intra
y peridomicilio de casas, localizando los sitios de reproduccion y limitando el
contacto vector-huésped, por tal razén se necesitan nuevas estrategias de control
ante el aumento de la resistencia a insecticidas y la propagacion de artropodos
infecciosos a nuevas aéreas (Londono et al., 2016).

Bacillus thuringiensis var. israeliensis es uno de los larvicidas biolégicos mas aptos
y disponibles para controlar poblaciones de Ae. aegypti, cuya efectividad ha sido
demostrada en distintos programas de control de vectores, el efecto toxico de este
agente se basa en cristales de proteotoxinas que contienen un alto grado de
toxicidad a larvas de dipteros de importantes géneros transmisores de arbovirus

como Aedes, Culex, Anopheles y Simulium. El spinosad por su parte es otro agente



biocida alterno, que puede ser utilizado contra poblaciones de Aedes, es un
insecticida altamente toxico para los lepidépteros, dipteros y algunos coleopteros,
debido a que posee un modo de accion unico que involucra receptores nicotinicos
de acetilcolina y receptores GABA (Bond et al., 2004; Torné et al., 2015). Estas
cualidades hacia los insectos objetivo y la baja actividad contra muchos
depredadores beneficiosos, humanos y otros animales, lo hacen considerablemente

un insecticida eficaz (Dhakal et al., 2017).

Considerando el desarrollo de la resistencia a los insecticidas quimicos como uno
de los principales problemas técnicos del PCNA en la lucha antivectorial contra las
poblaciones de Aedes, se plante6 la realizacion de este estudio como una
alternativa al uso de estos agentes quimicos para evaluar la bioeficacia de los
agentes larvicidas de control biolégico Vectobac® 37 WG y Natular® DT y el agente
guimico temefos en cepas de Ae. aegypti y Ae. albopictus de los corregimientos de
Omar Torrijos (Distrito de San Miguelito), 24 de Diciembre y Rio Abajo (Distrito de

Panama) en la provincia de Panama.
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1.2 Antecedentes

En Panama desde 1956, la lucha anti-vectorial contra poblaciones de mosquitos
ha mantenido una continua presion selectiva a insecticidas organoclorados (OC),
OP y PI (Céceres et al., 2012). El programa de control de vectores de Panamé a
partir de la re-infestacion del Ae. aegypti en 1985 ha expuesto a esta a insecticidas
especie a OPs con accion de caracteristicas larvicidas (temefos) y adulticidas

(malation y fenitrotion) (Dutary et al., 1989).

Sin embargo, los escasos estudios que se han generado a travées de los afios de
resistencia y/o susceptibilidad en poblaciones de Aedes, se han enfocado
solamente en evaluaciones de bioeficia a poblaciones de Ae. aegypti al malation,
aplicados en equipo pesado Ultra bajo Volumen (ULV) en localidades de San
Francisco y El Cangrejo, con evidencias del 100% de su mortalidad (Echevers et
al., 1975). Similar a pruebas en Ae. aegypti con este mismo insecticida en ULV,
comprobando el comportamiento en 14 distritos distintos, demostrando limitados
resultados de efectividad (Perich et al., 2000). No obstante, Bisset y colaboradores
en el 2003 demostraron a través de bioensayos de susceptibilidad valores de

resistencia del OP pirimifosmetil en larvas de Rio Abajo y Victoriano Lorenzo.

Aedes albopictus es el invasor mas reciente de Panama; desde su introduccion en
2002, proliferando principalmente las regiones rurales del pais. Sin embargo, en las
zonas urbanas de la ciudad de Panama, el residente Ae. aegypti se puede encontrar
solo o junto con Ae. albopictus. A escala macroecoldgica, la distribucién actual de
ambas especies de Aedes parece estar gobernada por una combinacion de
multiples eventos de invasion en el Istmo de Panamd, dispersion asistida por
humanos a través del sistema vial principal y competencia biolégica entre ambientes
rurales y urbanos (Eskildsen et al., 2018; Miller y Loaiza, 2015; Whiteman et al.,
2019).
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivos Generales:

e Evaluar la bioeficacia de los formulados Vectobac® 37 WG, Natular® DT y el
grado técnico temefos contra tres poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus

de la provincia de Panama.

1.3.2 Objetivos Especificos:

e Determinar la bioeficacia de Vectobac® 37 WG sobre larvas de mosquitos Ae.
aegypti y Ae. albopictus.

e Evaluar la bioeficacia de Natular® DT sobre larvas de mosquitos Ae. aegypti
y Ae. albopictus.

e Determinar la bioeficacia del insecticida quimico temefos sobre larvas de

mosquitos Ae. aegypti y Ae. albopictus.

1.4 Hipotesis del trabajo

e Hal. La bioeficacia larvicida de Vectobac® 37 WG es mayor que la de
Natular® DT y temefos en las especie Ae.aegypti y Ae. albopictus.

e Ha2. La bioeficacia larvicida de Natular® DT es mayor que la de Vectobac®
37 WG y temefos en las especies Ae.aegypti y Ae. albopictus.

e Ha2. La bioeficacia larvicida de temefos es mayor que la de Vectobac® 37
WG y Natular® DT en las especies Ae.aegypti y Ae. albopictus.

e Ho. Los larvicidas Vectobac® 37 WG, Natular® DT y temefos, presentan igual

efectividad en las especies Ae.aegypti y Ae. albopictus.
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1.5 Justificacion

El principal problema operacional que afecta el control del Ae. aegypti ha sido el
desarrollo de la resistencia a una amplia variedad de insecticidas (WHO, 2000).
América Latina y Africa poseen los indices méas altos de transmisién vectorial en
enfermedades tropicales, con los mayores porcentajes de poblacion en riesgo por
endemias y epidemias de enfermedades transmitidas por mosquitos,
particularmente malaria y dengue. En Latinoamérica la mayoria de las
investigaciones relativas al control de vectores se reducen a estudios operativos de
campo donde se evallan herramientas desarrolladas por las grandes compafiias
productoras de agroquimicos, que en general financian y supervisan los ensayos.
Estas evaluaciones solamente tienen como objetivo central el registro de productos
y su introduccién comercial para uso sanitario en el pais donde se producen
(Harburguer et al., 2016b).

El actual programa de control de vectores de Panama se enfoca principalmente en
Ae. aegypti, sin embargo, tanto esta especie como Ae. albopictus son vectores de
los virus dengue, fiebre amarilla, zika y chikungunya. Por tal motivo la reduccién de
estas poblaciones es la Unica opcion viable disponible para controlar la transmisién
de estas enfermedades, entre las estrategias para reducir estos vectores incluyen
la reduccion de criaderos, saneamiento ambiental, control quimico y el biolégico
(Céceres et al., 2012b; Miller y Loaiza, 2015).

El Programa de Control de Vectores del Ministerio de Salud ha manifestado la gran
necesidad de realizar investigaciones para determinar el estado actual de la
sensibilidad de las poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus en las distintas
regiones endémicas del pais, con el proposito de desarrollar nuevas estrategias
para evitar o retrasar el desarrollo de la resistencia, disminuir considerablemente
modificaciones en el uso de insecticidas, cambiar las estrategias utilizadas de
control y reducir los costos en el programa de lucha anti-vectorial y la incidencia de
la enfermedad en el pais (Céaceres et al., 2013). Es importante sefialar que el PNCA;
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no cuenta con un programa de monitoreo Yy vigilancia de la resistencia que permita
establecer el comportamiento de la resistencia en las poblaciones de Ae. aegypti y
Ae. albopictus. Los resultados de este trabajo brindaran informacion cientifica y
técnica al PNCA del MINSA sobre el empleo de alternativas para el control de la
poblacién de estos vectores en Panama.

El uso de alternativas biol6gicas como Vectobac® 37 WG y Natular® DT mitigaria o
retrasaria la aparicion de resistencia y resistencia cruzada entre moléculas de
insecticidas, alargando la vida Gtil de los insecticidas en uso, facilitando la aplicacion
de medidas de forma temprana para la prevencion del desarrollo de la resistencia 'y
vigilar los perfiles de resistencia en el transcurso del tiempo con el fin de evaluar los
efectos de las estrategias del manejo de la resistencia y evitar un efecto
ecotoxicolégico al ambiente y al humano debido al uso intensivo y extensivo de

insecticidas.

1.6 Importancia Préactica

Los resultados de esta investigacion aportan evidencia cientifica e informacion
técnica al Departamento de Control de Vectores de Panama del MINSA, que pueden
contribuir en la elaboracién, re-orientacion y fortalecimiento de las estrategias de la
lucha antivectorial y reducir los costos operacionales e impacto generado por el uso
y manejo inadecuado, de las moléculas de insecticidas, prolongando la vida util de
estas moléculas aplicadas actualmente en el area de Salud Publica para el control

de la transmision de las diferentes arbovirosis.

1.7 Novedad Cientifica

Se aporta nueva evidencia cientifica sobre el comportamiento de la bioeficacia de
los agentes biolégicos Vectobac® 37 WG y Natular ® DT y el estado de la
susceptibilidad y/o resistencia de temefos en poblaciones de Ae. aegypti y Ae.

albopictus en Panama.
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2.1 Importancia médica de (Ae. aegypti y Ae. albopictus)

como vectores de arbovirosis

La Organizacion Mundial de la Salud describié en 1976, a las arbovirosis como un
grupo de virus que se encuentran presente en la naturaleza, debido a la transmision
biolégica entre huéspedes vertebrados susceptibles por artropodos hematofagos,
de alli su nombre en inglés “Arthropod-Borne Viruses” o Virus transmitidos por
artropodos (Robles, 2020).

Las arbovirosis son un amplio grupo taxonémico que son transmitidos por una gran
variedad de vectores como mosquitos, garrapatas, pulgas y otros mas donde
aproximadamente 150 causan enfermedades perjudiciales al hombre (Robles,
2020), estas arbovirosis se dividen en tres familias principales Bunyaviridae
(Hantavirus, encefalitis de La Crosse y fiebre de oropuche), Flaviviridae (Dengue,
fiebre Amarilla y virus del zika) y Togaviridae (chikungunya, mayaro) (Arredondo
et al., 2016).

El virus del dengue (DENV) es una enfermedad que afecta a millones de personas
de todas las edades, con sintomas que varian desde una fiebre leve hasta una fiebre
incapacitante, acompafado de dolor intenso de cabeza, dolor detras de los ojos,
dolor en musculos y articulaciones, y eritema (OPS, 2022). Antes de 1970, sélo
nueve paises habian sufrido epidemias de dengue. No obstante, en la actualidad,
los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que esta
enfermedad es endémica en mas de 100 paises de la region que incluyen Africa,
las Américas, el Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental
(Gorodner, 2016; Martinez de Cuellar, 2021). La Regién Pacifico Occidental
acumulé mas de 183, 097 casos sospechosos de DENV (WHO, 2021, 2022).
Registrando aumentos en paises como Malasia, Filipinas, Singapur, Vietnam y
Camboya. La Islas de Pacifico de Nueva Caledonia reporté 116 casos nuevos, en

comparacion al afio 2020, donde solo para el mismo periodo notificé un total de 63
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casos, por su parte, Wallis y Futuna hasta la semana epidemioldgica 47 de 2021,
notificé 68 casos (WHO, 2022).

China por su parte, su tendencia en 2021 fue por debajo de la tendencia estacional
habitual, en comparacion con afios anteriores. La India, registré para el afio 2021
un total de 123,106 hasta octubre (NCVBDC, 2022). Europa, sin embargo, en el
2021 solo notifico un caso autéctono de dengue (ECDC, 2012).

En las américas para el afio 2021 registré 1,185,185 casos de dengue (OPS,
2021c). Brasil observo la mas alta proporcion de casos de dengue con 559, 587
casos (83%), seguido de Peru con 28.086 casos (4%) y Nicaragua con 18, 943
casos (3%). Durante el mismo periodo, los paises que registraron las mas altas
tasas de incidencia acumulada fueron los siguientes, en orden decreciente: Belice
con 309 casos por 100.000 habitantes, Nicaragua con 283 casos y Brasil con 262
casos. De los 673.148 casos de dengue notificados en la region, 270,013 (40%)
fueron confirmados por laboratorio y 772 (0,11%) fueron clasificados como dengue
grave. El nUmero mas alto de casos de dengue grave se observaron en los
siguientes paises: Colombia con 212 casos, Brasil con 172 casos y Honduras con
164 casos. Adicionalmente, en el mismo periodo, se notificaron un total de 149
muertes en la region. Los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV 1, DENV 2,
DENV 3 y DENV 4) estan presentes en la Region de las Américas. Detectando la
circulaciéon simultanea de todos ellos en Guatemala y México; mientras que, en
Colombia, Guayana Francesa y Martinica circulan los serotipos DENV 1, DENV 2y
DENV 3; y en Paraguay, los serotipos DENV 1, DENV 2 y DENV 4 (OPS, 2021a).

El virus del Chikungunya (CHIKV) es otra de las enfermedades transmitida a los
seres humanos por el mosquito Ae aegypti y el Ae. albopictus, descrita por primera
vez durante un brote en el sur de Tanzania en 1952, y que actualmente se ha
identificado en Asia, Africa, Europa y, en las Américas, a finales del 2020
(OPS/OMS, 2021b). Los sintomas mas comunes son la aparicion subita de fiebre,

generalmente acompanada de dolores articulares (OPS/OMS, 2021b).
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La OMS para Africa, registro un brote en Senegal, en la que representd, la primera
circulacion activa en la zona en cinco afios. En Kenya notificé un brote de fiebre
chikungunya que causd mas de 1700 presuntos casos, mientras que la ciudad de
Mandera (Somalia), el virus infect6 a alrededor del 80% de sus
habitantes(OPS/OMS, 2021a).

En la India hubo casi 65,000 casos, mientras que en Europa esta cifra se mantuvo
por debajo de los 500 casos. EI ECDC en el 2017 notificé 548 casos en 10 paises,
el 84% de ellos confirmados. Mas del 50% se dieron en Italia. Por primera vez desde
2014, se volvieron a notificar casos autéctonos en Europa (en Francia y en ltalia).
Como en afios anteriores, las regiones de Asia y de las Américas fueron las mas
afectadas por la fiebre chikungunya. En Pakistan, el brote se inici6 en el afio anterior
y fue persistente, causando 8,387 casos, mientras que en la India hubo 62,000
casos. También se notificaron brotes de fiebre chikungunya en el Sudan (2018), el
Yemen (2019) y, mas recientemente, en Camboya y en el Chad (2020) (OPS/OMS,
2021b).

En la Region de las Américas, en el afio 2021, se notificaron 49,671 casos de
CHIKV, durante el mismo periodo de 2021, el 99% de los casos fueron notificados
por tres paises: Brasil con 48,044 casos sospechosos de CHIKV (97%), Belice con
737 casos (1,5%) y Peru con 415 casos (0,8%). En el 2020 se observé una
disminucién en el numero de casos de CHIKV notificados, coincidiendo con el inicid
la pandemia de COVID-19. Notificando dos casos importados de CHIKV en la regién
de las Américas, ambos de los Estados Unidos de América para el afio 2021. En el
mismo periodo, se notificaron tres defunciones atribuidas a CHIKV, todas en Brasil.
(OPS., 2022). Los paises con las tasas de incidencia mas altas fueron Belice con

182 casos, Brasil con 22,4 casos notificados y Bolivia con 1,9 casos (OPS, 2021a).

El virus del Zika (ZIKV) como también el dengue vy fiebre amarilla es un flavivirus
detectado por primera vez en Uganda, endémico de la region Africana y asiatica,

permanecidé dormido durante mas de 60 afios, sin embargo en el 2007 surgieron
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focos de infeccidn en las islas del Pacifico, y a mediados del 2015 se propago por
todo el continente americano desde Brasil y declarando estado de alerta en las
Ameéricas por la asociacion en aumentos de informes de anomalias congénitas

(microcefalia) y el sindrome de Guillain-Barré (SGB).

Entre la semana uno y la semana 22 de 2021, se notificaron un total de 6,012 casos
de Zika, incluida una defuncién (notificada en Brasil) en la Region de las Américas;
esta cifra es menor a lo observado en el mismo periodo del 2020 (13.624 casos,
incluida 1 defuncién) en 2021, hasta la semana 22, de los 6,012 casos de zika
notificados en la Region de las Américas, la mas alta proporcion de casos
sospechosos se notificd en Brasil con 5,092 casos (85%), seguido de Guatemala
con 522 casos (9%) y Paraguay con 112 casos (2%). Desde la primera deteccidn
en Brasil en marzo de 2015, se ha confirmado transmision local en todos los paises
y territorios de las Américas, excepto por Chile continental, Uruguay y Canada. En
2016, se notificaron un total de 651,590 casos y se observé una reduccién

significativa de la transmision en los siguientes afios (OPS, 2021b).

En Panama en referencia a estas tres arbovirosis el MINSA de acuerdo con datos
suministrados por el Departamento de Epidemiologia registré un total de 1,945
casos por dengue, al concluir el 2021, acumulando un total de 117,360 desde la
epidemia de 1993 (MINSA, 2021b; OPS, 2021c). Las principales regiones con
casos, son la provincia de Bocas del Toro con 519 casos, Chiriqui 490; Comarca
Kuna Yala 176; Panama Metro, 159; Darién y Panama Este con un total de 120
cada una (MINSA., 2022). En Panama el CHIKV se ha mantenido con baja
frecuencia, en lo que va del afio 2021, acumulando solamente cinco casos de la
enfermedad (MINSA, 2021a). En nuestro pais la Alerta Sanitaria Nacional se
declaro el 17 de febrero de 2016 con un total de 60 casos de ZIKV y mas de 26
paises con transmisién por parte de la picadura del vector Aedes aegypti y
transmision sexual (Maron, 2016; Mendez et al., 2016). El zika en nuestro pais solo
ha reportado 13 por en lo que va en el 2021 (MINSA, 2021a).
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2.2 Generalidades de las especies Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) y Aedes albopictus (Skuse, 1984) como

agentes vectores de enfermedades.

Aedes aegypti y Ae. albopictus dentro de la clasificacion taxondmica se encuentran
ubicados en la orden Diptera, suborden Nematécera y familia Culicidae.
Consideradas como dos de las especies mas importantes a nivel mundial en lo que
respecta a la transmision de enfermedades como dengue, fiebre amarilla, zika,
chikungunya y otras arbovirosis (Christophers, 1961; Estrada y Craig, 1995; Galindo
et al., 2017; G. Ponce et al., 2004; Ryan et al., 2018).

Ambas especies invasoras, en el caso del Ae. aegypti procedente de Africa
especificamente de la regidn etiope y Ae. albopictus de Asia y Oceania (Marquetti
et al., 2008; Serpa et al., 2008). Estas poseen similitudes que le permiten coexistir
en los mismos nichos dado que utilizan sitios de reproduccién con caracteristicas
casi idénticas, donde rapidamente colonizan y proliferan de una manera asombrosa
(Fantinatti et al., 2007). Ae. aegypti es un vector caracteristico de areas urbanas, en
donde sus sitios de cria para los estadios acuaticos prevalecen en los contenedores
artificiales, alimentandose exclusivamente de los humanos. Ae. albopictus se puede
encontrar con mayor frecuencia en areas periurbanas y rurales, alimentandose de
una variedad de especies de mamiferos (incluidos los humanos) y aviarias (Kraemer
et al., 2015).

Aedes aegypti se encuentra en las regiones tropicales y subtropicales de América,
Africa y Asia, asi como sudeste de los EE.UU., las Islas del Océano indico y el norte
de Australia (ECDC, 2012). En las regiones templadas, la temperatura suele ser
demasiado baja para la supervivencia de Ae. aegypti, especialmente durante el
invierno. Sin embargo, la variacion de la temperatura diaria, asi como la amplitud
(rango) de la temperatura diaria, no son necesariamente factores limitantes para la
presencia de Ae. aegypti porque suele vivir cerca de asentamientos humanos y

esconderse en refugios térmicos artificiales, que le permiten sobrevivir en regiones
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con condiciones climaticas desfavorables (Ordofiez etal., 2020). La alta
susceptibilidad al virus es otra caracteristica importante de Ae. aegypti,
probablemente lo volvi6 méas susceptible al DENV fuera de Africa (Futami et al.,
2020).

La presencia de Ae.aegypti en muchas regiones del planeta qued6 demostrada por
las epidemias de dengue o fiebre amarilla registradas desde hace méas de 200 afios.
A principios del siglo XX, Ae. aegypti se hallaba en casi todo el continente. Hasta la
década de 1950 alcanzé una distribucion mundial entre los 35° Sy 45 ° N, (Carbajo,
2003). Aedes aegypti fue reportado por primera vez en Panama en 1912, durante la
construccion del Canal de Panam4, y coincidiendo con las principales epidemias de
fiebre amarilla. Para 1950, el programa de control de vectores de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) probablemente erradico el Ae. aegypti de la mayor
parte de las Américas, incluido Panama, “a través de la fumigacion agresiva con
DDT”. Sin embargo, esta especie se restableci6 posteriormente, muy
probablemente entre 1969 y 1985, y extendiéndose nuevamente (Eskildsen et al.,
2018; MINSA, 1985).

Como se ha demostrado en multiples estudios, el mosquito Ae. aegypti ha
manifestado evidencias de su capacidad de adaptacion ante cambios en el
ambiente, y han mostrado plasticidad ecol6gica de acuerdo con los sitios de cria 'y
reposo que le brinda el ecosistema urbano, asi como la resistencia a los
tratamientos insecticidas, por solo mencionar algunos ejemplos de sus mecanismos

de adaptacion (César et al., 2011).

Aedes albopictus se ha expandido durante los ultimos 30-40 afios hacia América,
partes de Africa, norte de Australia y numeroso paises en Europa (ECDC, 2012). Es
una especie invasora que ha expandido su territorio a mas del 40% de la superficie
terrestre del planeta en los ultimos 30 afos, Ae. albopictus es un vector eficiente de
todos los serotipos del dengue, enfermedad que ha aumentado su frecuencia en los

altimos 30 afios en las Américas (Miller y Loaiza, 2015).
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Se colectd por primera vez en Panama en 2002 y se estima que invadié mas del
60% del pais durante los siete afios posteriores a su introduccion inicial, el
movimiento de bienes humanos, probablemente llantas usadas, parece haber
promovido el réapido proceso de colonizacion de Ae. albopictus en Panamé
(Eskildsen et al., 2018).

2.3 Laresistencia a los insecticidas quimicos

Segun la OMS se ha definido la resistencia a los insecticidas como el desarrollo o
la habilidad de una poblacién de insectos de tolerar dosis de un insecticida, las
cuales resultarian letales a la mayoria de los individuos en una poblacién normal de
la misma especie y es el resultado de la presion selectiva ejercida por el insecticida
sobre genes inicialmente en baja frecuencia (Dusfour et al., 2019; OMS, 2017b;
WHO, 1957).

2.4 Tipos de resistencia

La resistencia puede llegar a niveles no tan solo de una frecuencia muy elevada
en las poblaciones de mosquitos, sino que también que se presente resistencia
cruzada o resistencia multiple. La resistencia cruzada es cuando un mecanismo
de resistencia confiere resistencia a dos insecticidas de grupos diferentes, por
ejemplo, la resistencia al derribo (Kdr) confiere resistencia a DDT y piretroides por
igual. Por otro lado, la resistencia multiple consiste cuando un insecto presenta
varios mecanismos de resistencia que le confieren resistencia a diferentes grupos
de insecticidas (Galindo et al., 2017).

2.5 Mecanismos de resistencia

Los dos principales mecanismos de resistencia son las alteraciones en el sitio
blanco de accion y la resistencia metabdlica o también llamada “incremento en la

tasa de detoxificacion de los insecticidas”. Si bien la resistencia metabdlica es
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causada principalmente por tres familias de enzimas, el citocromo P450, las
esterasas y el glutation S transferasas (GST), la resistencia en el sitio diana es
conferida por una o varias mutaciones en el sitio diana del insecticida, una de las
principales mutaciones del sitio objetivo es la mutacién de "resistencia a la caida"

(kdr) que confiere resistencia a los insecticidas piretroides y DDT.

Las mutaciones en tres posiciones de codones del gen del canal de sodio
regulado por voltaje (VGSC) (11011M /V, V1016G / | y F1534C) se han asociado
principalmente con la resistencia a los piretroides y al DDT en varias poblaciones
de Aedes aegypti (Ishak etal., 2015). Sin embargo, existen otros menos
frecuentes como son la resistencia por comportamiento y por penetracion

disminuida a través de la cuticula (Ronald y Doris, 2013).

2.5.1 Resistencia metabodlica

La resistencia metabdlica es causada por una actividad elevada a través de la
sobreexpresion o el cambio conformacional de las enzimas que estan
involucradas en los procesos de metabolismo, secuestro y excrecién de los
insecticidas. Las vias de desintoxicacion pueden ser complejas y, aunque las
principales enzimas metabdlicas involucradas pertenecen a grandes familias de
genes (citocromo P450 monooxigenasas [P450s], glutation S-transferasas [GST]
y carboxicolinesterasas [CCE]), es probable que otras familias estén involucradas.
La resistencia metabdlica es muy comdn en los mosquitos y se ha informado
contra todos los insecticidas utilizados en la salud publica, asi como contra los
pesticidas agricolas que podrian usarse para el control de vectores en el futuro
(Moyes et al., 2017).

2.5.2 Resistencia al sitio objetivo o sitios blancos

La resistencia se atribuye también a un mecanismo en el cual los sitios blancos
se alteran y esto hace que disminuyan la sensibilidad al ataque del toxico (Bisset,

2002). Estas modificaciones pueden incluir la mutacion Vssc, la insensibilidad de
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la acetilcolinesterasa sinaptica (AChE1) y la mutacion en el receptor GABA (Gan
et al., 2021).

2.5.3 Resistencia por comportamiento o adaptacién conductual

Son modificaciones en el comportamiento de los insectos que ayudan a evitar los
efectos letales de los insecticidas quimicos. Esto se considera un factor
contribuyente que permite a los insectos evitar la dosis letal de un insecticida
(Auteri et al., 2018).

Estimulo dependiente: Requiere estimulacion sensorial, incluye la “irritabilidad”.
Es cuando un insecto es estimulado a dejar un ambiente tdéxico inmediatamente
cuando entra en contacto con una superficie tratada con un agente quimico
(Georghiou, 1972).

Estimulo independiente: No requiere estimulacidon sensorial, incluye la
“repelencia”. Es cuando un insecto es estimulado a dejar un ambiente toxico
inmediatamente antes de que entre en contacto con una superficie tratada
(Georghiou, 1972).

2.5.4 Resistencia a la penetracion

La resistencia a la penetracién ocurre cuando se desarrollan barreras en la
cuticula externa de los mosquitos, lo que resulta en una absorcién lenta de los
insecticidas en sus cuerpos. Asimismo, los mosquitos resistentes absorben las
toxinas a un ritmo mucho mas lento que las cepas susceptibles; a su vez, la
penetracion reducida proporciona mas tiempo para la desintoxicacion al facilitar
la accion de las enzimas metabdlicas, por lo tanto, esta resistencia cuticular suele
estar involucrada en la resistencia cruzada a multiples insecticidas debido a su
propiedad lipofilica. La sobreexpresion de las enzimas CYP, incluidas CYP4G16
y CYP4G17, facilita el depésito de hidrocarburos cuticulares en la epicuticula de

los mosquitos resistentes a los piretroides, como Ae. aegypti (Gan et al., 2021).
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2.6 Problema de laresistencia

A escala global, la distribucidén de estudios publicados sobre la susceptibilidad de
los vectores del dengue a los insecticidas refleja la carga de morbilidad, con la gran
mayoria de informes de Asia y América del Sur y muy pocos de Europa o Africa
(Ranson et al., 2008). La sospecha de resistencia a insecticidas data de finales de
los 80, donde para el afio de 1946 ya se conocian aproximadamente 12 insectos
resistentes; debido al aumento progresivo del uso de plaguicidas después de la
Segunda Guerra Mundial se fueron sumando mas especies de insectos y
acumulado un total de 428 insectos y arafias resistentes(Hayes y Hansen, 2017).

La resistencia al DDT en insectos fue uno de los primeros casos documentados de
resistencia (Hayes y Hansen, 2017). Estas consecuencias nocivas de la evolucién
de la resistencia a los insecticidas no solo se manifiestan en el dafio a los cultivos y
en el uso de aln mas insecticida, sino que también los impactos adversos se reflejan
sobre la salud publica, en insectos que actian como vectores de enfermedades
humanas (p. ej., malaria, fiebre amarilla, dengue y virus Zika) (Mulamba et al.,
2014 , Dang et al., 2015a, Dang et al., 2015b , Dang et al., 2015c , Dykes et al.,
2015, Ishak et al., 2015 , Owusu et al., 2015, Dalla Bona et al., 2016) . De tal forma
gue cuando poblaciones de vectores son presionadas multidireccionalmente, el
desarrollo de la resistencia suele a ser mas rapido (Galindo M. y Contreras, 2018).
El uso intensivo y extensivo de estos agentes quimicos indujo la aparicion de
resistencia a los insecticidas en insectos de importancia médica (Atencia et al.,
2016).

Existen cuatro clases de insecticidas aprobadas y con solo dos modos de accion,
inhibicion de los canales de sodio (piretroides y DDT) o acetilcolina, esterasa
(organofosforados y carbamatos). Este niamero limitado, ademéas la OMS no ha
aprobado nuevos insecticidas para el control de vectores en los ultimos 30 afios, ha
aumentado considerablemente la amenaza de resistencia y la sostenibilidad de los

insecticidas quimicos para el control de vectores (David etal., 2013). Las
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principales clases de insecticidas utilizados actualmente para el control vectorial son
los OF, los carbamatos y los PI, por otro lado, Ae. aegypti ha desarrollado resistencia
a una amplia variedad de insecticidas (Atencia et al., 2016). La resistencia de Ae.
aegypti a los insecticidas de uso comun se ha informado anteriormente en diferentes
paises de todo el mundo, describiendo mecanismos de resistencia a piretroides
asociados al gen kdr y OF en Colombia (A. Aponte et al., 2019; Atencia et al., 2016),
Brasil (Garcia et al., 2018), México (H. A. Aponte et al., 2013; Lopez et al., 2020),
Gran Caiméan (Harris et al., 2010), Tailandia (Thongwat y Bunchu, 2015), Indonesia
(Hamid et al., 2017), Malasia (Leong et al., 2018) y China (Qiu et al., 2020), pese a
estos estudios existe una necesidad urgente de estudios en la region de Africa y

Australasia para esta especie debido a su escasez (Moyes et al., 2017).

Por otro lado, para la especie Ae. albopictus se encuentra muy pocos datos de
resistencia a nivel global en los cuatro grupos principales de insecticidas, a
excepcion del sudeste asiatico con casos a piretroides en paises como India
(Bharati et al., 2019) y China (Li et al., 2018; X. Yang et al., 2021), y el continente
americano con resistencia a los organofosforados, reflejando una importante laguna
(Moyes et al., 2017).

En Panam& como anteriormente se ha mencionado uno de los principales
problemas técnicos que tiene el PNCA del MINSA, y que ha manifestado
continuamente, es la necesidad de realizar estudios de resistencia para determinar
el estado de susceptibilidad y/o resistencia de las poblaciones de Ae. aegypti y Ae.
albopictus en las diferentes regiones de transmision de estos tres arbovirus en

nuestro pais.

2.6.1 Resistencia a temefos

Hoy en dia muchos programas de control se ven amenazados por la resistencia a
insecticidas en Ae. aegypti y Ae. albopictus (Ngoagouni et al., 2016a). Dado que en
el mercado hay un namero limitado de larvicidas, la resistencia a temefos ha sido
un importante problema en varios paises en los que se sigue aplicando como
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principal ingrediente activo (Grigoraki et al., 2015). En la region Africana la Isla
Santiago, Cabo Verde, solo se han obtenido resultados de la aparicion temprana de
resistencia a temefos, cipermetrina Yy deltametrina en poblaciones de Ae.
aegypti causada por la fuerte presién de insecticidas utilizados por brotes de dengue
(Rocha et al., 2015), Africa Central por su lado la especie Ae. aegypti y Ae.
albopictus no registra resistencia a algun organofosforado (Ngoagouni et al.,
2016b), sin embargo a pesar de la poca frecuencia en el uso de adulticidas OFs,
Madeira y Sudan ha confirmado resistencia al malation y fenitrotion para Ae. aegypiti
(Weetman et al., 2018).

En el continente asiatico Ae. aegypti por su lado, presenta casos de resistencia al
OF temefos en sitios de La India Occidental (Bharati y Saha, 2018), como también
mutaciones puntuales en Indonesia al gen Ace-1 asociada a la resistencia al
temefos (Hasmiwati et al., 2018), Laos (Id et al., 2019) y Tailandia con variaciones
segun el area; desde susceptible hasta resistente (Poupardin et al., 2014; Saeung
et al., 2020). La resistencia a temefos para esta especie parece ser muy variable en
el sur y sureste de Asia (Moyes et al., 2017). Asia también ha reportado varios
registros de resistencia a OFs, tal es el caso de Pakistan, donde larvas de
Ae.albopictus presentan una fuerte resistencia a agroquimicos a pesar de no estar
expuestas directamente a estos productos aplicados a cultivos (Khan et al., 2011).
Ae. albopictus también reveld resistencia al organofosforado temefos en larvas y en
estadios adultos con malatién en la India (Yadav et al., 2015). No obstante, en
Malasia ambas especies de Aedes presentaron resistencia moderada a temefos,
pero con altos niveles de resistencia al malation en Ae. aegypti (Intan et al., 2015).

América Latina y el Caribe, sin embargo, existen varios estudios que muestran en
Ae. aegypti una fuerte resistencia a los insecticidas piretroides, carbamatos y
organofosforados , que son correlacionados con actividades elevadas de al menos
una familia de enzimas de desintoxicacion (Marcombe et al., 2009). Poblaciones de
Ae. aegypti en Guadalupe y San Martin exhiben una mdultiple resistencia a los

organofosforados (temefos y malation) y piretroides (deltametrina) (Goindin et al.,
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2017), Cuba también presenta resistencia a sus formulaciones técnicas de temefos,
que es aplicado en la isla desde 1981 y en el municipio Boyeros (M. Rodriguez
et al., 2020; M. Rodriguez, Bisset, Hurtado, Leyva, et al., 2016). El Salvador es otro
pais con una fuerte resistencia al temefos (Bisset et al., 2009). Contrario a Costa
Rica donde las cepas de Ae.aegypti demuestran ser susceptibles aun a temefos
debido a que su uso fue implementado en el 2007 para control larvario (Calderén y
Troyo, 2016), Brasil por su parte en estudios realizados por Medeiros y
colaboradores se observo altos niveles de resistencia al temefos y la deltametrina
(PI) en Ae. aegypti, justificado debido al uso de un control quimico intenso (Viana
et al., 2017).

En México evaluaciones a organofosforados, con Ae. aegypti muestran
susceptibilidad, sin embargo, si denotan una resistencia moderada a otro
organofosforado (pirimifosmetil) en Ae. aegypti (Chino et al., 2014). Otro estudio
realizado en México revelo resistencia al temefos no solo a la especie Ae. aegypti,
sino también a la especie poco estudiada Ae. albopictus sin embargo con valores

de resistencia moderados (L6pez et al., 2020).

Por su parte Panam@, en la localidad de Rio Abajo ya se demostr6 una alta
resistencia al OF pirimifosmetil para la especie Ae. aegypti, (Bisset et al., 2003), en
concordancia a otro estudio publicado en el 2013 por Caceres, también demostré
nuevamente la resistencia al primifosmetil en Ae. aegypti, como también temefos y
clorpirifos en la cepa Ae. aegypti 24 de Diciembre (Caceres, 2013), Tufidn también
evidencio en poblaciones de Ae.aegypti en el registro de resistencia al pirimifosmetil,
y una moderada resistencia a temefos en localidades de Parque Lefevre y Pueblo
Nuevo, que podrian indicar la presencia de una resistencia cruzada entre

pirimifosmetil y temefds (Tufion, 2019).

Esto evidencia que el control quimico es una herramienta mas, pero sus resultados
sobre el desarrollo de resistencia ademas de ser antiecoldgicos, molestos y caros

son efimeros, por tal motivo si no se asocian a otros métodos de control ambiental,
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mecanico, su eficiencia poco a poco quedara limitada (Ministerio de Salud Publica,
2011; Rozendaal, 1997).

2.6.2 Resistencia a Vectobac® 37 WG (Bti)

El uso de una sola proteina de Bti para el control de mosquitos se manifiesta en
resistencia después de solo unas pocas generaciones en el laboratorio,
demostrando que la resistencia puede aumentar en solo unas pocas
generaciones cuando se usa una sola toxina de Bti (es decir, Cry 4Aa, 4Ba, 10Aa
o 11Aa), por tanto, al utilizar las cuatro toxinas para Bti, la incidencia de
resistencia es notablemente baja (Ramirez-Lepe y Ramirez-Suero, 2012). La
seleccion de resistencia a Bti en mosquitos Unicamente se ha logrado en
condiciones de laboratorio, pero a pesar de haber sido utilizadas durante varias
décadas, hay poca evidencia de la seleccion de resistencia a Bti en condiciones
de campo o natural (Dahmana etal.,, 2020; Laurence et al., 2011). Barjac
describié que Bti actia sobre especies como Aedes, Culex, y Anopheles (Cerdan
et al., 2011).

Un estudio realizado a tres colonias de Ae. aegypti, que implicaba a una cepa de
laboratorio de Georgia (EE. UU.) y colecciones de Sri Lanka y Brasil, fueron
sometidas con Bti durante 15 generaciones a CLso, registrando FR = 1,1 para las
cepas de laboratorio y Sri Lanka, que no fueron significativos, sin embargo, la
cepa Brasil evidenci6 FR = 2.0 evidenciando un leve cambio, pero
estadisticamente significativo. Esto plantea la hipdtesis que partir de los primeros
estudios con Bti el desarrollo de la resistencia evoluciona mas lentamente y a
niveles mas bajos debido a que Bti produce un cristal paraesporal complejo con

al menos tres toxinas Cry diversas y una toxina citolitica (Wirth, 2014).

Estas diversas toxinas pueden actuar en diferentes receptores, haciendo muy
dificil la evolucion de la resistencia a las cuatro toxinas (Goldman et al., 1986;
Wirth, 2014). Al igual que el estudio anteriormente mencionado se han realizado
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multiples evaluaciones de susceptibilidad y/ o resistencia a los cristales de Bti en
larvas, para las especies Ae. aegypti (Malasia, Brasil, Camerun, Arabia Saudita,
Mayotte, Cabo Verde, Martinica, Laos, EE. UU) y Ae. albopictus (Camerun,
Malasia, EE. UU, Italia, Grecia y China) demostrando una falta de resistencia al
cristal completo de Bti, que es el ingrediente activo de los larvicidas disponibles
en el mercado (M. Silva et al., 2021). Incluso tampoco se ha registrado resistencia
cruzada con temefos y diflubenzuron, lo que respalda su uso sostenible de Bti
para practicas de control integrado (Carvalho et al., 2018).

Por otro lado, existe una excepcion de un caso en Culex quinquefasciatus en
Nueva York, (EE. UU), que hasta donde se conoce, no se ha informado
resistencia a Bti en las poblaciones de campo de mosquitos y demostrando que
no hay evidencia de que las proporciones de resistencia encontradas en esa
especie fueran una consecuencia de los tratamientos con Bti (M. Silva et al., 2021;
Suter et al., 2017). Otro aspecto importante a resaltar en varios estudios ha sido
la especificidad de estos cristales a depredadores invertebrados y detritivoros que
comen larvas de mosquitos muertos por Bti sin impacto negativo en su

crecimiento y emergencia. (Laurence et al., 2011).

2.6.3 Resistencia a Natular® DT (Spinosad)

Presenta un modo de accion unico, riesgo minimo para la salud humana, con muy
baja toxicidad en mamiferos y un perfil favorable al medio ambiente; pero es
necesario estudiar a fondo el efecto adverso sobre organismos objetivos, debido
a que otros autores han informado larvas del mosquito depredador
Toxorhynchites sp. en neumaticos tratados con Natular® DT con 0,105%, sin
afectar al depredador natural mencionado anteriormente, aunque estudios hechos
por V. Santos y otros comprobaron un alto riesgo de toxicidad para las especies
no objetivos como Daphnia magna a la dosis recomendada en campo (Garza
et al., 2011; Santos et al., 2019); no se ha descrito ningun tipo de resistencia
cruzada de insecticidas neurotoxicos a spinosad en poblaciones de Ae. aegypti y
Ae. albopictus (Baldacchino et al., 2015; Darriet y Corbel, 2006; Sadanandane

30



etal., 2009); aunque existe posibilidad de que se pueda desintoxicar por
resistencia cruzada (Dos Santos Dias et al., 2017). No obstante, para la especie
Culex quinquefasciatus si se ha observado resistencia en Natular® XRG (2.5%
spinosad) después de las primeras 9 generaciones presuntamente por un
mecanismo recesivo que podria estar involucrado (Su, 2016). Se ha hablado de
capacidad con efecto repelente (ovicida) parcial sobre Aedes (Romi et al., 2006)
pero resultados presentados por varios autores evidencié que su potencial no
reside en su efecto ovicida sino en su alta eficiencia larvicida (Argueta et al., 2011;
C. Pérez et al., 2007).

2.7 Medidas de control vectorial (Ae. aegypti y Ae.

albopictus)

Histéricamente, el control de los virus transmitidos por mosquitos se ha basado
en gran medida en los esfuerzos destinados a reducir las poblaciones de
mosquitos. Estas actividades de control se enfocan en eliminar el habitat de las
larvas de mosquitos y adultos. Sin embargo, debido a que los mosquitos Ae.
aegypti y Ae. albopictus son especies que se reproducen en casi cualquier habitat
acuatico, los esfuerzos de control de larvas es una tarea desafiante, igualmente
al reducir las poblaciones de mosquitos adultos también fracasan (Petersen y
Powers, 2016).

Ante estas disyuntivas organismos internacionales de salud promueven el uso de
un manejo integrado de vectores para el control de poblaciones de mosquitos
vectores. Las estrategias o programas de control de Ae. aegypti estan basadas
en el concepto de control integrado o0 manejo integrado de vectores, considerando
el saneamiento ambiental y la educacion sanitaria como herramientas principales
a fin de lograr la participacion comunitaria en la eliminacion de criaderos positivos
y potenciales de éste insecto; no obstante, a menudo es necesario el uso del

componente quimico para las operaciones de control (E. Pérez y Molina, 2009).
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2.8 Manejo Integrado de Vectores (MIV)

Las guias de la OMS para el diagnéstico, el tratamiento, la prevencion y el control
del dengue presentan un modelo de control del vector denominado Manejo
integrado de vectores (UNICEF, 2016). Estas medidas se basan en utilizacién de
todas las metodologias tecnolédgicas y las gestiones adecuadas para lograr una
efectiva supresion del vector de una manera rentable. La seleccion de estos
meétodos se obtiene con informacién detallada de campo sobre la ecologia,
bionomia y papel epidemiolégico del vector. (OMS, 1983). Segun el manual de la
OMS los métodos de control de Vectores se dividen en cuatro categorias:
Ambiental y mecanica (Vigilancia y reduccién de fuentes), biolégico y quimico; sin
embargo se planteé una quinta categoria, que incluye el control genético
(Baldacchino et al., 2015; OMS, 1983; OPS, 2019d; WHO, 2012).

Sin embargo, puesto que un mismo vector puede transmitir mas de una
enfermedad (como el Ae. aegypti), el MIV puede servir para controlar varias
enfermedades actuando sobre esa especie, en este caso el dengue, el
chikungunya y el Zika. Algunas intervenciones son eficaces contra varias
especies de vectores (p. €j., mosquiteros, toldillos impregnados con insecticidas)
y asi, a su vez, efectivas para el control de los vectores de la malaria y la
leishmaniasis (OPS, 2019a).

2.8.1 Control ambiental y mecéanico

Son modificaciones del medio ambiente que impiden o reducen al minimo la
proliferacion y propagacion del vector virus (Ae. aegypti y Ae. albopictus), a el
contacto hombre. Estos cambios sobre los habitats de los vectores pueden ser
temporales o duraderos y se centran en la eliminacién de los criaderos artificiales
mas productivos (OPS y INS, 2005). El control de recipientes artificiales como
envases desechables, llantas y barriles donde se cria el mosquito Ae. aegypti, es

la piedra angular de cualquier esfuerzo para prevenir el dengue.
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El control efectivo de criaderos de Ae. aegypti incluye el saneamiento ambiental,
la participacion social, la comunicacion y educacion en salud y el control quimico
y biologico. El desarrollo de una estrategia efectiva requiere el apoyo de varias
disciplinas como entomologia, ingenieria, psicologia de comportamiento,
comunicacion/educacion en salud y sociologia/antropologia médica (Rodriguez
Cruz, 2010). En América Latina, se han realizado ejercicios de estimacion de
costos en el Brasil, Cuba, Nicaragua, Panam4, Puerto Rico y México, que se
concentran en la estimacion de los costos directos e indirectos de la enfermedad,
pero pocos incluyen los costos asociados a la prevencion, la vigilancia y, sobre
todo, las medidas de control (OPS, 2019b).

2.8.2 Control quimico

Diferentes grupos quimicos han sido desarrollados a lo largo de la historia para
el control de Ae. aegypti y Ae. albopictus siendo todos ellos neurotoxicos
organoclorados, carbamatos, organofosforados y piretroides. Son estos dos
altimos los mas utilizados; para el control de mosquitos en estadios acuaticos y
adultos (Hernandez, 2020). Existe una gran variedad de familias de insecticidas
con diferentes modos de accion; formulacion y dirigidas a diferentes etapas
evolutivas del mosquito. Estos insecticidas pueden penetrar al cuerpo de los
insectos por diferentes vias. Por contacto, el insecticida entra por la cuticula; via
oral, el insecticida es ingerido y absorbido en el intestino; por los espiraculos, por
fumigaciones el insecticida entra al sistema respiratorio (Bisset, 2002; M. M.
Rodriguez, 2008).
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2.8.2.1 Clasificacion de los insecticidas y modo de accion

Organoclorados (OC): Comprenden los derivados clorados del etano, entre
cuyos compuestos principales se considera el DDT; los derivados clorados de los
ciclodienos, que incluyen clordano, aldrina, dieldrina, heptacloro, endrina y
toxafeno; y los compuestos relacionados con el hexaclorociclohexano como el
lindano (de Fernicola, 1985).

Modo de accion: Generalmente, los insecticidas organoclorados actian
favoreciendo un incremento excesivo de la excitabilidad de las neuronas
(sensibles a la despolarizacion). Esto produce una rapida y reiterada explosién de
neuronas que se manifiesta como temblores, hiperexcitabilidad, convulsiones y
paralisis eventual. Este tipo de neurotoxicidad se llama excitoxicidad (Wasilewski,
2019).

Piretroides (PI): Son anélogos sintéticos de las piretrinas, un conjunto de
moléculas insecticidas obtenidas a partir del piretro, un componente que se extrae
de las flores de determinadas especies de Chrysanthemun (ATSDR, 2003;
Harburguer et al., 2016). Algunos de los mas utilizados son la permetrina,
deltametrina, cipermetrina y ciflutrina para tratamientos de pulverizacién residual
y espacial, generalmente en anticipacién o durante una epidemia (Smith et al.,
2016).

Modo de accidn: Los insecticidas piretroides son neurotoxinas que interactuan
con el canal de sodio sensible al voltaje. Sin embargo, los canales de sodio de los
insectos son mas sensibles a los piretroides que los canales de sodio de los
mamiferos. Los piretroides ejercen su efecto toxico al prolongar la apertura del
canal de sodio sensible al voltaje Los piretroides pueden clasificarse como Tipo I,
Tipo Il o intermedios utilizando una variedad de criterios. En general, los
piretroides de tipo | carecen de un grupo a-ciano, mientras que los piretroides de

tipo Il tienen un grupo a-ciano-3-fenoxibencilo (Smith et al., 2016).
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Carbamatos: Son esteres N-metilados y N, N-dimetilados del acido carbamico.
Son insecticidas de amplio espectro y, dependiendo de los sustituyentes de la
molécula pueden ser: insecticidas, herbicidas, fungicidas, nematicidas o
molusquicidas. Se usan ampliamente en la agricultura, sobre todo, como
insecticidas de amplio espectro. Algunos ejemplos son Kevin, baygon, carbarilo,

carbofuran, aldicarb y metiocarb (Toledo, 2005).

Modo de accién: El efecto de los carbamatos es similar a los producidos por los

insecticidas organofosforados (Gupta et al., 2011).

Organofosforados (OF): Es una categoria de sustancias organicas derivadas de
la molécula de acido fosforico que forman parte de los insecticidas “de contacto”,
absorbidos por medio de los lipidos del caparazon de los insectos(Carod, 2002;
Orias, 2020). Dentro de los insecticidas mas utilizados en esta categoria se
encuentran, temefos para la eliminacion de larvas durante el tratamiento focal y
el fention, fenitrotion y malation para la eliminacion de los mosquitos adultos
(Bisset et al., 2009).

Modo de accion: asi como los carbamatos afectan la acetilcolina, un importante
neurotransmisor con funcion de comunicacion y encontrado tanto en insectos
como mamiferos. La acetilcolina liberada por la célula nerviosa inicia
comunicacion con otra célula nerviosa, pero esa estimulacion debe finalmente
detenerse. Para detener la comunicacién, se elimina acetilcolina del éarea
alrededor de las células nerviosas y la enzima, acetilcolinesterasa, descompone
la acetilcolina. Los organofosforados bloquean la enzima e interrumpen el
funcionamiento adecuado de las células nerviosas. Por lo tanto, estos insecticidas
se denominan inhibidores de la acetilcolinesterasa (Gilbert., 2019). Actualmente
el método mas frecuente y efectivo para controlar el vector transmisor del dengue,
es el uso de insecticidas en las fases larvaria o adulta. En el caso de la fase
larvaria, la técnica mas empleada es el tratamiento focal en los depdsitos

domésticos con el insecticida temefos, mas conocido por su nhombre comercial
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Abate®, el cual es un larvicida organofosforado muy eficaz e inocuo para los
mamiferos y el hombre, que tiene una persistencia promedio de 100 dias bajo
ciertas condiciones (Mesa et al., 2013). La persistencia de un insecticida en un
medio acuatico implica combinacién por hidrélisis, fotolisis, reacciones redox,

degradacion microbiana, volatilizacién y adsorcion (Lacorte et al., 1996).

2.8.3 Control biolégico

Es un importante método para el manejo de control de vectores y plagas, que
consiste en la introduccién de organismos vivos, que depreden o parasiten las
poblaciones de especies que se pretende controlar y que compitan con ellas o las
reduzcan de tal forma las mantenga por debajo de los niveles econdmicos (OMS,
2017a; Villarreal etal.,, 2018). En este contexto una de las estrategias
consideradas no nocivas al medio ambiente para controlar poblaciones de larvas
de vectores en sistemas hidrobiologicos, es la utilizacion de diversas especies
predadoras (Galaviz etal.,, 2016), de las cuales introduce organismos
invertebrados como vertebrados (insectos, virus, bacterias, protozoos, hongos,
plantas, gusanos, nematodos y peces) (Rozendaal, 1997), como control biolégico,
no obstante en este estudio nos referiremos solamente a los insecticidas de
origen microbiano, Vectobac® 37 WG (Bti) y Natular® DT (spinosad) enfocados al
control vectorial de mosquitos. Estos insecticidas microbianos a menudo
presentan un modo de accién especifico a ciertos grupos o especies de insectos,
especificidad que se interpreta en el uso de microorganismos que no afectan
naturalmente a los insectos beneficiosos (incluidos los depredadores o parasitos
de plagas) en areas tratadas. (Demain y Sanchez, 2009). Los productos naturales
con aplicaciones industriales pueden producirse a partir del metabolito primario o
secundario de organismos vivos (plantas, animales o microorganismos). Gracias
a las mejoras en los programas de deteccion y las técnicas de separacion y
aislamiento el niumero de compuestos naturales descubiertos supera el millén
(Bérdy, 2005). El control biologico de criaderos de Aedes spp., en contenedores
de agua, es una medida recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud
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(OMS), dentro de las estrategias de gestion integrada para el fortalecimiento de
acciones de los programas de control del dengue y otras arbovirosis (M. H.
Rodriguez, 2020).

2.8.3.1 Bacillus thuringiensis var. israelensis

Biol6gicamente Bti es un bacilo Gram positivo, de flagelacidn peritrica, que mide
aproximadamente 3 a 5 um de largo por 1 a 1,2 um de ancho, de metabolismo
anaerobio facultativo, quimiorganotrofo y actividad de catalasa, posee la
capacidad de fermentar glucosa, fructosa, trealosa, maltosa y ribosa, como
también de hidrolizar gelatina, almidén, glucégeno, esculina y N-acetil-
glucosamina. Dentro de la principal caracteristica reconocida de Bti, esta su
proceso de esporulacioén, el cual produce una inclusion parasporal que es formada
por uno 0 mas cuerpos cristalinos de naturaleza proteica y toxico para distintos

invertebrados (Castafiet y Moreno, 2016).

Heimpel en 1967, consider6 que las proteinas de Bti se clasifican en tres
exotoxinas y una endotoxina, esta ultima es la principal responsable del efecto
insecticida. La exotoxina beta (thuringensin) es la mas importante seguida por la
alfay la gamma. Existen diferentes tipos de delta endotoxinas y, cada una de ellas
se asocia a un grupo determinado de insectos. En la etapa de esporulacién, Bti
produce cristales parasporales Gtiles y abundantes llamadas proteinas Cry (por
cristal) y Cyt (por citoliticas), denominadas conjuntamente como &-endotoxinas,
donde se han descrito mas de 700 por poseer actividad toxica en una variedad

de érdenes de insectos y contra nematodos.

Durante la etapa vegetativa de crecimiento se producen y se secretan al medio
de cultivo proteinas Vip (por vegetative insecticidal protein) con actividad
insecticidas contra coledpteros y leptodipeteros. Posteriormente a esto también
se ha descrito una proteina secretable adicional, con actividad insecticida también
contra coledpteros. Esta proteina no posee semejanza con las proteinas Vip y ha
sido denominada SIP (por secreted insecticidal protein) (Fernandez, 2002).
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La importancia de Btiradica en que es uno de los larvicidas mas aptos y disponible
para controlar Ae. aegypti, cuya efectividad se ha demostrado en los programas
de control de vectores mas sobresalientes en todo el mundo, sus ingredientes
activos dotados de cristales que contienen proteotoxinas muestran un alto grado
de toxicidad a larvas de dipteros de importantes géneros transmisores de

arbovirosis como Aedes, Culex, Anopheles y Simulium.

La propagacién de Aedes en todo el mundo, y las acciones de control en regiones
endémicas tropicales donde los mosquitos proliferan intensamente durante todo
el afio, lo hacen uno de los bio- insecticidas mas versatiles, incluso por su
desempefio fundamental en la mitigacion de desarrollo de resistencia a
insecticidas y la restauracién y el mantenimiento de la susceptibilidad en otros

insecticidas biorracionales (Carvalho et al., 2018; Su, 2016).

Las principales etapas del modo de accién del Bti inicia con la ingestion de los
cristales por las larvas, seguido de la solubilizaciéon en el intestino medio y la
liberacion de las proteotoxinas que se convierten proteoliticamente en toxinas.
Posteriormente, estas toxinas activadas interactan con los receptores del
intestino medio, insertandose en las paredes de las membranas y provocando la
formacion de poros que conduce a la permeabilidad celular y lisis osméticas que

dafan el epitelio y provocando la muerte del insecto (Carvalho et al., 2018).

Algunos trabajos descritos de esta bacteria se han realizado en Africa Central
(Cameran y Gabon) para la especie Ae. Aegypti y Ae. albopictus donde ha
demostrado eficacia en pruebas realizadas con Vectobac® WG (Bti) y temefos ,
debido a que estos larvicidas rara vez son dirigidos a estos paises africanos, lo
gue explica la susceptibilidad persistente al temefos y al Bti en esta parte del
mundo (Kamgang etal.,, 2011). Marcombe et. al también argumenta
susceptibilidad en la region asiatica de Laos para Btiy diflubenzuron, donde
manifesta una eficacia similar al temefos hasta por siete meses en condiciones

de campo simuladas para Ae. aegypti (Marcombe et al., 2018).
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Para Martinica en estudios previos realizados por el mismo Marcombé y
colaboradores también revela susceptibilidad al Vectobac® 12AS (Bti) en nueve
poblaciones analizadas (Marcombe etal.,, 2012). Cuba por su parte en
evaluaciones de un nuevo formulado de Bti este provocé el 100% de mortalidad
larvaria durante 11 semanas en Ae. aegypti (Rizo et al., 2019). Incluso en Key
West, Florida, EE. UU se han probado de manera por aplicaciones aéreas del
larvicida VectoBac® 37 WG en amplias areas urbanas donde en un corto periodo
de tiempo, demostré una eficacia en y efectividad para controlar Aedes aegypti
(Pruszynski et al., 2017).

En Brasil resultados obtenidos, para ingredientes activos, de Bacillus
thuringiensis y Bacillus sphaericus, ambos demostraron ser eficientes para el
control de culicidos en grandes criaderos como por ejemplo estanques de
tratamiento efluentes (Lopes et al., 2010). También se ha encontrado evidencia
en Brasil donde demuestran que poblaciones expuestas a Bti resultaron
susceptibles, incluidas doce poblaciones no tratadas y dos tratadas que habian
estado expuestas a este agente durante mas de diez afios (Araujo et al., 2013).
El Bti demostrd ser efectivo en Colombia como bio-larvicida contra Ae. aegypti,
tanto en bioensayos in vitro, como en albercas domiciliarias, a pesar del cloro

residual contenido en el agua del acueducto.

El Bti es una alternativa viable para el control de mosquitos vectores de dengue
en el area urbana de Florencia. Sin embargo, se debe profundizar en el estudio
del efecto de variables fisico-quimicas y ambientales en la actividad larvicida de
este bacilo (Ortegon y Carvajal, 2009).

2.8.3.2 Sacharopolyspora spinosa

Saccharopolyspora spinosa biolégicamente representa un gran numero de
células que son aerdbicas, gram positivas, no resistentes al acido, no moéviles,

filamentosas y diferenciadas en sustratos e hifas aéreas. El micelio aéreo es de
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color rosa amarillento, y el micelio vegetativo es de color amarillo a marrén

amarillento. Se produce un pigmento marrén soluble en algunos medios.

Las cadenas de esporas tienen una apariencia distintiva de cuentas (con mas de
50 esporas). Posee una vaina de esporas presente y esta cubierta de una especie
de espinas cortas. Las esporas son oblongas y miden aproximadamente 1.1 ym
por 1.5 ym. Las hifas aéreas tienen un gancho, bucle y una disposicion espiral
incompleta que se describe como 'rectus-flexibilius'. Estas bacterias son mas
similares a Saccharopolyspora hirsuta y Saccharopolyspora erythraea en
morfologia, sin embargo poseen caracteristicas fisiolégicas diferentes en

comparacién con otras especies de este género (Mertz y Yao, 2018).

Las caracteristicas fisicas de spinosad la definen como un bioinsecticida natural
proveniente de la mezcla de 2 spinosinas, A y D, producida por la fermentacion
de la bacteria Saccharopolyspora spinosa. Las spinosinas son lactonas
tetraciclicas de 21 carbonos a las que se unen 2 desoxiazucares. Las spinosinas
A y D difieren entre si por un solo sustituyente metilo en la posicion 6 del
policetido. Ademas de estas 2 spinosinas, se han identificado otras spinosinas
naturales y se han sintetizado muchos derivados artificiales, conocidos como
spinosoides (Deamicis et al., 1996; Jha et al., 2014; Romi et al., 2006).

Su modo de accion basado en la clasificacion del Comité de Accion de
Resistencia a Insecticidas (IRAC), las spinosinas son insecticidas clasificadas en
el grupo 5 que actuan sobre el sistema nervioso central de los insectos, actuando
como moduladores alostéricos de los receptores nicotinicos de acetilcolina La
acetilcolina es un neurotransmisor liberado en la sinapsis que, al unirse a los
receptores de la neurona postsinaptica, hace que se transmitan los impulsos
nerviosos. El sitio objetivo para la spinosina son estas proteinas receptoras de
acetilcolina. Es importante tener en cuenta que los neonicotinoides también son
insecticidas que se unen a los receptores de acetilcolina, pero en otros lugares

ademas de la spinosina. Los neonicotinoides actian como agonistas, o imitan la
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accion de la acetilcolina, ya que las spinosinas actian como moduladores
alostéricos o alteran la conformacion de la proteina receptora y la hacen mas
activa. El resultado es la activacion prolongada de las proteinas receptoras de
acetilcolina, lo que provoca la transmision continua e incontrolada de los impulsos
nerviosos, induciendo excitacién y temblores continuos en el insecto. Después de
largos periodos de excitacion, los insectos quedan paralizados por la fatiga
muscular y posteriormente mueren. Modulador alostérico es el proceso posible en
proteinas o enzimas que tienen sitios de modulacion o también llamados sitios
alostéricos. En estos sitios, las moléculas moduladoras se pueden unir de manera
no covalente. Estas moléculas moduladoras pueden alterar la actividad de la
enzima, haciéndola més activa (modulador positivo, como las spinosinas) o

inhibiéndola (modulador negativo) (Marques, 2018; Su, 2016).

Segun un estudio realizado en Tailandia las formulaciones de Spinosad DT
(comprimido dispersable) y de 0,5% de GR (granulos) a dosis de 0,25, 0,5y 1,0
mg / | proporcionaron al menos un 90% de IE (Inhibicion de emergencia) durante
20-62 y 41-62 dias, respectivamente (Thavara et al., 2009). También demostré
una actividad residual de 3,5 meses en envases naturales, el spinosad (= 0,5 mg
/ 1) siendo un candidato prometedor para el control de Ae. aegypti en Martinica
(Darriet et al., 2010); no solamente ha sido muy eficaz contra Aedes sino también
para otras especies de mosquitos en ensayos de laboratorio; con la formulacién
en polvo que fue altamente activo contra el segundo y cuarto estadios de Culex
quinquefasciatus después de 24 h de exposicion, y conforme pasaba el tiempo
fue aumentando a las 48 horas, como también en pruebas de campo en
microclimas contra poblaciones naturales de mosquitos, por otra parte la
formulacién liquida produjo un excelente control de Culex spp. inmaduros durante
21 dias en concentraciones de 0.05 mg (IA = Ingrediente activo) / litro y 35 dias

en 0.1 a 0.5 mg (I.A) / litro en tinas al aire libre (Jiang y Mulla, 2009).

Estos resultados fueron corroborados en un estudio posterior en México donde

los analisis del presente estudio revelaron claramente que spinosad controlé las
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larvas de Aedes spp. y Cx. quinquefasciatus, hasta 91 dias después de la
aplicacion (Garza et al., 2011), Bento y colaboradores definen a spinosad como
un insecticida con un efecto residual prolongado en poblaciones de campo con
diferentes niveles de resistencia. EI mismo también ha demostrado ser un
insecticida seguro y amigable al medio ambiente con organismos no objetivo
como el Daphnia magna. En Connecticut mostré que las larvas se redujeron
significativamente durante 5 semanas en cuencas de captura (Anderson et al.,
2011). En Panama se efectu6 una evaluacion en dos formulaciones comerciales
(liguida y tableta) en condiciones de semi-campo donde se observoé que las larvas
expuestas de Aedes aegypti mostraron una elevada susceptibilidad al efecto
toxico de Natular® DT (ICGES, 2015).

2.9 Nuevas herramientas para el control de vectores

La modificacién genética de insectos ha sido muy bien recibida en el campo de la
agricultura por su impacto en el control de pestes que afectan a diferentes
cultivos. A diferencia del uso intensivo de insecticidas, el inaparente impacto
ecoldgico, su especificidad y la ausencia de resistencia (no confirmada) las
convierte en candidatas muy prometedoras para el control de vectores. No
obstante, su transferencia al campo de la salud humana genera algunas
inquietudes entre la comunidad cientifica y suscita dudas en las areas de salud
publica y en los programas de control de vectores. Por lo mismo, requiere de una
estrategia de comunicacion muy efectiva para dar a conocer las evidencias, los
beneficios y los riesgos inherentes, a fin de prevenir el rechazo de las
comunidades destinatarias (OPS, 2019b).

Tecnologias emergentes son indispensables para controlar al vector y estrategias
basadas en la técnica de insectos estériles (SIT), uso de mosquitos transgénicos
(cepa Ae. aegypti OX513A), reduce a la mitad la vida util de un mosquito adulto
haciendo ineficiente la transmision del virus que porte (Mendez et al., 2016). Por

otro lado aunque no se consideré un control genético sino bioldgico debido a su
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complejidad, el uso de Wolbachia es una técnica en la que los mosquitos no son
modificados genéticamente, y no implica ninguna manipulacion ni modificacion de
los genes, la bacteria Wolbachia es una forma de esterilizacion de los mosquitos
que culmina en la muerte de la mayoria de la progenie y en una disminucion de
la poblacién total de mosquitos (Moreira et al.,, 2009; Uribe y Chiquete, 2017).
Wolbachia funciona a través de la incompatibilidad citoplasmatica; cuando un
macho infectado se aparea con una hembra no infectada, esto la vuelve incapaz
de producir descendencia viable, esencialmente esterilizando a la hembra
(McGregor y Connelly, 2021).

La incompatibilidad citoplasmatica (IC) provoca la incompatibilidad entre los
huevos y el esperma de la misma especie, lo cual conlleva la muerte de la
progenie durante la etapa embrionaria. Las diferentes cepas y variantes de
Wolbachia tienen capacidades diferentes para inducir la IC. Existen dos tipos de
IC: por un lado, la que se produce entre el esperma infectado con Wolbachia y el
huevo de hembra no infectada, que comporta la inviabilidad de los productos
(OPS, 2019b). Se han demostrado éxitos en la supresidn especifica de especies
usando liberaciones masivas de machos en ensayos de semi-campo y de campo
completo con Aedes polynesiensis en la Polinesia Francesa (O’Connor et al.,
2012) vy A.albopictus en Lexington, Kentucky, EE. UU. (Mains etal.,
2016). Lanzamientos relacionados de Ae.aegypti con Wolbachia también han
comenzado en California, Tailandia, Singapur y Australia (De Ledn et al., 2021).
De manera analoga a la Técnica del Insecto Estéril (SIT), el resultado esperado
serd la disminucion sostenida de la poblacion de la especie que se quiere

controlar (Harburguer et al., 2016).

La técnica de insectos estériles (SIT) es un método en el gue mediante irradiacion
los insectos machos se esterilizan y luego se realizan liberaciones por inundaciéon
para aumentar las posibilidades de que los machos estériles superen en nimero

a los machos fértiles en el paisaje. Los machos estériles se aparearan con
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hembras fértiles, lo que hara que toda su descendencia sea inviable y, en muchos

casos, le impedira volver a aparearse con un macho fértil (Dyck et al., 2021).

Liberacion de insectos portadores de un gen autolimitante hoy conocida como
RISL (release of insects carrying a self-limiting gene) y antes como RIDL (release
of insects carrying a dominant lethal gene), es la produccion de mosquitos con un
gen autolimitante en su genoma, que interrumpe el desarrollo del vector (letalidad
prematura o tardia) y les impide llegar a la fase adulta.

Estas estrategias permiten programar el momento del desarrollo que se quiere
afectar. Su aplicacion en programas de control tendria como propdsito abatir a las
poblaciones silvestres mediante la liberacién de mosquitos macho portadores del
gen letal (OPS, 2019c). A diferencia de la supresion de la poblacion basada en
SIT y Wolbachia para la tecnologia RISL, los 6vulos deben fertilizarse para el

impacto posterior (Achee et al., 2019).

En Panam& una preocupacion de la reduccion de A. aegypti es que podria
favorecer su reemplazo por Ae. albopictus. Cabe sefialar que la supresion de una
poblacién por cualquier técnica podria fomentar la invasion y el reemplazo por
competidores. En nuestro pais, sin embargo, seis meses después que cesaron
las liberaciones de Ae.aegypti OX513A, no hubo evidencia de expansién o
aumento de la densidad de Ae. albopictus donde ambas especies convivian en

simpatria (Gorman et al., 2016).

La resistencia a insecticidas se ha desarrollado en varias especies de mosquitos
de importancia médica (Hemingway y Ranson, 2000; Naqgash et al., 2016;
Ranson y Lissenden, 2016), sin embargo existe una creciente necesidad de
involucrar estrategias novedosas, baratas y confiables para control de
mosquitos (Benelli, 2015; Jeffries y Walker, 2015; Yakob y Walker, 2016). En
muchos paises donde las enfermedades transmitidas por mosquitos son

endémicas, la carga financiera de los programas de control de vectores basados
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en insecticidas tiene un alto costo para el uso generalizado, por lo tanto se han
buscado alternativas ecoldgicas para ayudar a reducir la presidon selectiva a la

resistencia de insecticidas (Benelli et al., 2016).
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METODOLOGIA
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3.1 Seleccidon de sitios de estudio

Los sitios seleccionados para la colecta de Ae. aegypti y Ae. albopictus fueron

escogidos en conjunto con el Departamento de Control de Vectores de la Regidn

Metropolitana y la Region de Salud de San Miguelito, considerando principalmente

el registro de casos de dengue, altos indices de infestacion y aplicaciones

frecuentes de los insecticidas. (Figura 1).

a)

b)

d)

Villa Cardenas (VC) 9°3'33.283" Ny 79 ° 32 '56.316 " O con 126 msnm
en el Corregimiento Omar Torrijos del Distrito de San Miguelito en la
Provincia de Panama. Es el segundo distrito mas poblado de la republica,
solo después del distrito de Panama. Omar Torrijos es uno de los 9

corregimientos del Distrito de San Miguelito en Panama.

Caminos de Omar (CO)9°7'32.791" Ny 79°22'30.279 " E con 206 msnm,
ubicado en el corregimiento 24 de Diciembre de la provincia de Panama,
localidad. ElI mismo presenta caracteristicas ecolégicas diversas con
sectores semi rurales y urbanos. Presenta una disposicion inadecuada de los
desechos solidos organicos e inorganicos que se convierten en focos de
diferentes tipos de vectores y contaminantes que afectan la salud de la

poblacion.

Rio Abajo (RA), corregimiento del mismo nombre, en la provincia de Panama,
(9°1'3.9.7992 "Ny 79 ° 29 '51.01656 " O con 9.0 msnm). Se diagnostico
el primer caso de Dengue en Panama. Llama la atencion el hecho que este
corregimiento cuenta con una dotacion de agua potable 24/7 (24 horas cada
dia los 7 dias de la semana), y que arriba del 80% de los criaderos positivos
gue se encuentran son en recipientes utiles El otro 20% se distribuyen entre

los recipientes no utiles (basura), y los criaderos naturales.

Ae. aegypti Rockefeller (Rock), una cepa de laboratorio sensible a
insecticidas, de origen caribefio, colonizada a principios de los afios 1930 y

suministrada por el laboratorio del CDC de San Juan, Puerto Rico.
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3.2 Recoleccion de material bioldgico

Se realizaron busquedas activas de fases inmaduras de (larvas y pupas) de Ae.
aegypti y Ae. albopictus junto al personal de control de vectores, en criaderos
localizados en intradomicilio y peridomicilio de las viviendas y talleres, entre las 8:00
a.m. y las 12:00 p.m., durante los meses de enero a junio y de septiembre a
noviembre del 2019; el material colectado fue transportado y etiquetado en bolsas
de Whirl-pak® al insectario Abdiel Adames Palma del Instituto Conmemorativo
Gorgas de Estudios de la Salud para el establecimiento de la colonia. Figura 2 [a-
b].

3.3 Establecimiento de la colonia en el insectario

Las larvas de campo se colocaron en bandejas de plastico de 2 litros de capacidad
con agua declorada y un 10% del agua de su criadero donde se alimentaron con
comida de peces (Tetramin®). Las larvas y pupas colectadas fueron identificadas
mediante claves taxonémicas (Bangs y Focks, 2006), figura 2 [c-f], las larvas fueron
mantenidas en bandejas plasticas y luego transferidas a envases plasticos
rotulados, los cuales se colocaron en jaulas de plastico, debidamente identificadas
para la emergencia de los adultos. Las cepas de Ae. aegypti y Ae. albopictus fueron
criadas y mantenidas en condiciones de laboratorio, con una temperatura promedio
minima de 28,5 °C (desviacién estandar, DE = 0,5703) y maxima de 30,0 °C (DE =
0,0912), humedad relativa de 67,5 % (DE = 0,3939) y con fotoperiodo de 12:12
(dia/noche), los machos adultos se alimentaron con una solucion azucarada al 10%
y las hembras adultas con un sistema de alimentacion artificial que contenia sangre
de equino para la produccion de huevos (Figura 3 [a-f]). A las jaulas se introdujeron
vasos de plastico con agua declorada y papel manilo como sustrato para la
ovoposicion. Después de que las hembras depositaran los huevos se dejaron las

papeletas de 2 a 3 dias para la embriogénesis de estos.
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3.4 Eclosion de posturas para los bioensayos

Se coloco una papeleta de papel manilo con un promedio de 500 huevos viables
por bandejas acrilicas con agua declorada y capacidad de 2.0 Litros; al siguiente
dia se verifico la eclosion y se retir6 la papeleta. Posteriormente se suministro la
cantidad de alimento de acuerdo a los principios recomendados por el (Cenaprece,
2015) e IPK, adaptado de (O. Pérez et al., 2004) y propuesto por (Consoli y Oliveira,
1994) el cual sugiere alimentar las larvas (L1-L2) con 0.2 mg/larva de comida,
aumentando 0.1 mg cada dia, hasta llegar a 0.6 mg/larva en los estadios tardios
(L3-L4). Al llegar a larvas de tercer estadio tardio o cuarto temprano se utilizaron

para realizar los bioensayos.

3.5 Agentes insecticidas utilizados
a) Larvicidas biologicos

e Formulado VectoBac® 37 WG (Bacillus thuringiensis var. israliensis) cepa AM

65-52 al 37.4 % suministrado por Sumintomo Chemical Latin America

e Formulado Natular® DT (Mezcla de spinosyn A y spinosyn B al 7.48%) Se
deriva de la fermentacion de Saccharopolyspora spinosa suministrado por

Clarke Mosquito Control Products, Inc.

b) Larvicida quimico
e Temefos: Grado técnico Supelco® (95.0%) (O, O, O, O'-tetrametil-O, O'-tio-
di-p-fenileno) suministrado por PESTANAL® | Sigma-Aldrich.

3.7 Estandarizacion de bioensayos

Se realizaron diluciones seriadas de la formulacion Vectobac® 37 WG (Bti) al 37.4%
y Natular® DT (spinosad) al 7.48%, en agua destilada, sin embargo, para temefos al

95% su dilucién se realizé en acetona grado analitico (Sigma Aldrich®).

49



Para los bioensayos realizados se utiliz6 el procedimiento descrito por la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2005), empleando larvas de la primera
generacion F1 en vasos desechables de 24 oz. de capacidad, a los cuales se les
agregaron 200 ml de agua declorada y posteriormente se adiciond 25 larvas de
tercer estadio tardio o cuarto temprano (aproximadamente 4 dias después de la
eclosion). Figura 5 [a-b]. Para determinar el rango de respuesta bioldgica, se
evaluaron dosis seriadas logaritmicas desde 0.00001 hasta 1.0%, para detectar los
porcentajes de mortalidad del insecto en el intervalo de cero a 100% con la cepa de
referencia Rockefeller. Posteriormente se incluyeron de cinco a siete
concentraciones intermedias en dicho intervalo para realizar el bioensayo completo.
En total se realizaron cuatro repeticiones en dias diferentes de cada concentracion
de insecticida y cada muestra se evalu6 con 125 especimenes. Figura 5 [c]. Se
aplicé la alicuota correspondiente de cada tratamiento a los vasos con agua
reposada con larvas y al testigo de temefos se le aplicé tnicamente 1 ml de acetona,
o en el caso de Vectobac®37 WG y Natular® DT a su testigo 1 ml de agua destilada.
Figura 5 [d-e]. A las 24 h de exposicion se determiné el porcentaje de mortalidad y
se considerd muerta aquella larva sin capacidad de realizar movimientos verticales
o desplazarse con facilidad. Figura 5 [f] (OPS y OMS 2011).

3.6 Procedimiento para la preparacion de los insecticidas

Para los insecticidas biol6gicos se prepar6 la solucion madre siempre al momento

de realizarse cada nuevo bioensayo.

Temefos (Supelco®) al 95%

Se pesaron 100 mg del insecticida grado técnico en una balanza digital, donde
posteriormente se le agrego 10 ml de acetona en un vial y se homogeniz6 con un
agitador tipo vortex para preparar la solucion madre al 1% y continuar con la
preparacion de las dosis logaritmicas seriadas desde 0.00001 hasta 0.1%. Seguido

de esto se aplicaron las alicuotas correspondientes para cada vaso de agua con
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larvas, de las concentraciones escogidas en base a la estandarizacion mencionada

anteriormente. Figura 4 [a-c].

Vectobac® 37 WG (Bti) al 37.4%

Se pesaron 100 mg del insecticida de presentacion de granulos dispersarles en
agua (WG) en una balanza digital, donde posteriormente se le agrego 10 ml de agua
destilada en un vial y se homogeniz6 con un agitador tipo vortex para preparar la
solucion madre al 1% y continuar con la preparacion de las dosis logaritmicas
seriadas desde 0.00001 hasta 0.1%. Seguido de esto se aplicaron las alicuotas
correspondientes para cada vaso de agua con larvas, de las dosis escogidas en

base a la estandarizacion mencionada anteriormente. Figura 4 [d].

Natular® DT (spinosad) al 7.48%

Para este caso para obtener completamente el ingrediente activo del insecticida se
macero la pastilla entera del insecticida en un mortero donde posteriormente se
verti6 lo triturado en un vial, y se le agrego 10 ml de agua destilada
homogenizandolo con un agitador tipo vortex para preparar la solucion madre al 1%
y continuar con la preparacion de las dosis logaritmicas seriadas desde 0.00001
hasta 0.1%. Seguido de esto se aplicaron las alicuotas correspondientes para cada

vaso de agua con larvas, de las dosis escogidas en la estandarizacion.

Para el insecticida quimico se preparé una solucién madre la cual después de
utilizada se refrigeraba a temperatura de -4°C. Cada bioensayo se realizé en
diferentes dias por cuadruplicado, con cuatro repeticiones por concentracién donde
se incluye el control. Las condiciones ambientales en el cual fue llevado a cabo el
experimento fueron: Figura 4 [e-f].

- Temperatura ambiental fue de 28 + 2°C.

- Un fotoperiodo bajo condiciones naturales, siendo aproximadamente de 12

horas de luz y 12 horas de oscuridad.
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3.8 Consideraciones éticas

Este estudio no necesito la aprobacion del Comité de Bioética del ICGES, porque
no se obtuvo ninguna muestra e informacion personal de los responsables de las
viviendas. Para la recoleccion del material biolégico de Ae. aegypti y Ae. albopictus
en las viviendas seleccionadas, cada residente recibié una explicacién completa en
relacion con el trabajo que se realizaria, sefialando el objetivo del estudio y su
relevancia. Sélo después de recibir el consentimiento verbal de los duefios de las

viviendas, se inici6 el trabajo de recoleccion del material biolégico de Aedes.

3.9 Analisis estadistico

Con respecto a la estandarizacion de los bioensayos mencionados anteriormente,
el maximo nivel de mortalidad aceptable para el control absoluto se definié con
valores £12% y la mortalidad en los tratamientos se corrigio con la ecuacioén de
Abbott (1925). Los resultados de los ensayos se analizaron mediante SPSS® 23,
Past (PAleontological STatistics) y GraphPad Prism version 8.02, para obtener los
valores de la CLso/CLeo (Concentracion letal que mate al 50% de la poblacion
expuesta), limites de confianza al 95% y la linea de respuesta log dosis-mortalidad
(Probit). Para el diagnéstico de la resistencia se utilizdé el criterio de Mazarri y
Georghiou, 1995 utilizados por la OMS (WHO 2005), FRso90 < 5 susceptible, FR so90
entre 5 y 10 resistencia moderada y FRso90 > 10 resistente. FRso/90 = CLso/g0 cepa

en estudio/CLsoo cepa Rockefeller.
De la misma manera también se realizé una prueba de Kruskal Wallis para obtener

comparaciones de la mortalidad provocada por los insecticidas con ambas especies

(Ae.aegytpi y Ae. albopictus).
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4.1 Resultados

Dentro de las pruebas de bioeficacia realizadas a tres agentes insecticidas con
respecto a la cepa de referencia Ae. aegypti Rock, se observé que Vectobac® 37
WG, manifesto el 50% de mortalidad de sus valores medios a la concentracion 0.02
mg/l y su 90% de mortalidad entre el 0.05mg/l. Por otra parte, Natular® DT, presentd
la media del 50% de mortalidad entre el 0.006 mg/l y su 90% de su mortalidad entre
el 0.013 mg/l. Con respecto a los bioensayos de susceptibilidad que se realizaron al
insecticida quimico temefos, se evidencio que la concentracion que registré el 50%
de mortalidad de sus valores medios, se reflejo especificamente al 0.006 mg/l y el
90% de mortalidad entre el 0.013 mg/l., con respecto al margen de error de las
concentraciones presentan = un 5% (Cuadro 1). Por otro lado, no hubo una
mortalidad de control superior al 5%, por lo que no fue necesaria la correccion con
la formula de Abbott.

De acuerdo a los FR, obtenidos de las cepas de campo Ae. aegypti VC, CO y RA,
todas resultaron ser susceptibles a Vectobac® 37 WG, Natular ® DT y temefos. En
cuanto a Vectobac®37 WG, presentd FRso < 2 en la cepa Ae. aegypti VC (0.75), Ae.
aegypti RA (1.0) y Ae. aegypti CA (1.03). Similar al formulado biolégico mencionado
anteriormente Natular® DT presentd FRso < 3 en la cepa Ae. aegypti RA (2.0), Ae.
aegypti CO (2.14) y Ae. aegypti VC (2.57). No obstante, el agente quimico temefos
presentd FRso < 5 en las cepas Ae. aegypti CO (2.17), Ae. aegypti VC (2.67) y la
cepa Ae. aegypti RA (4.83) como el valor mas alto. (Cuadro 2).

Por otro lado, Vectobac® 37 WG, también presentd FRso < 2 para las cepas de Ae.
albopictus CO (1.07), Ae. albopictus VC (1.28) y Ae. albopictus RA (1.34). Por su
parte, Natular® DT presentd FRso < 3, con valores similares para la cepa Ae.
albopictus VC (1.57), y Ae. albopictus RA (1.57) y su valor mas elevado en la cepa
Ae. albopictus CO (2.29). Con respecto al temefos presenté FRso < 5, en la cepa Ae.
albopictus RA (1.0), Ae. albopictus CO (1.17) y presentando un aumento
considerable en esta ocasion para la cepa de Ae. albopictus VC (4.0) (Cuadro 3).
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En lo que se refiere, a las comparaciones de mortalidad generadas a una CLso con
los tres agentes insecticidas, Vectobac® 37 WG fue el insecticida que mayor
mortalidad causo, superando considerablemente el umbral de mortalidad en un 73%
con respecto a la cepa Ae. aegypti VC, opuesto a Ae. aegypti CO con el 45% de
mortalidad. Por un lado, Natular® DT demostré un 22.3% de mortalidad como mayor
valor en la cepa Ae. aegypti RA y un 8.5% de mortalidad para Ae. aegypti VC como
el mas bajo. Sin embargo, el quimico temefos fue el insecticida que registré valores
mas bajos de mortalidad en un 1.3% mortalidad para la cepa Ae. aegypti RA, esto
asociado a un alto FRso mencionado anteriormente y su valor mas alto en la cepa

Ae. aegypti VC con el 8% de mortalidad (Figura 6).

En contraste con las comparaciones de mortalidad generadas en cepas de campo
a una ClLso, con los agentes insecticidas. Vectobac® 37 WG registr6 en Ae.
albopictus CO un 47% de mortalidad como mayor y la menor con el 18.5% de
mortalidad en Ae. albopictus RA. Para Natular® DT por su lado, Ae. albopictus RA
obtuvo el 25.3% de mortalidad y su menor mortalidad Ae. albopictus VC con un
2.8% de mortalidad.

Temefos por un lado, evidencié valores extremos con un 55.3% mortalidad en Ae.
albopictus RA como mayor y un 0.3 % de mortalidad en Ae. albopictus VC como el

valor mas bajo de todos. (Figura 7).

Para la CLoo, utilizando Vectobac® 37 WG, la cepa Ae. aegypti VC y Ae. aegypti CO,
conservaron el mismo patron de mortalidad ascendente con un 99% de mortalidad
en Ae. aegypti VC y un 80.8 % de mortalidad en Ae.aegypti CO como valor menor
en 24 horas (Ver Figura 8). Opuesto a el insecticida mencionado anteriormente a
una CLgo se evidencio para temefos en Ae. albopictus CO un 86.3 % de mortalidad
y un 85.8 % de mortalidad para Ae. albopictus RA como los valores mas altos.
(Figura 9).
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CAPITULO V
DISCUSION
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5.1 Discusion

En la actualidad el desarrollo de la resistencia a los insecticidas sigue siendo uno
de los principales obstaculos técnicos que se tiene en el programa de control de
vectores de Panama4, por tal motivo para conocer, como puede estar afectando la
efectividad del uso intensivo del quimico temefos, debido a su uso a lo largo del
tiempo, se desarrollé este estudio que evaluo este insecticida a partir de su forma
grado técnico y no de su formulacién comercial. Con el objetivo de establecer un
perfil del estado de la resistencia en poblaciones seleccionadas de Ae. aegyptiy Ae.
albopictus tratadas con dos bioinsecticidas alternativos, el Vectobac® 37 WG vy
Natular® DT.

En referencia a los resultados obtenidos con la cepa Ae. aegypti Rock, como punto
de partida para la seleccion de las CLso en ambas especies de mosquitos con
Vectobac ® WDG, podemos mencionar los trabajos de bioeficacia realizados a ocho
poblaciones de Ae. albopictus en EE. UU, con Vectobac ® WDG demostraron
bioeficacia al formulado y se consider6 el uso de la cepa Ae. albopictus ATM95
como cepa de referencia para futuros estudios de resistencia a insecticidas
en Ae. albopictus, sin embargo, hace mencion que cepas como la cepa de
referencia Rockefeller o Bora-Bora utilizadas para las evaluaciones de aegypti son
esenciales para la cuantificacion de la resistencia a los insecticidas en todos los
estudios. (Marcombe etal., 2014). Con base a lo mencionado anteriormente,
podemos decir que los bajos valores de CLso observados en nuestro estudio con la
cepa Ae.aegypti Rock (CLso = 0.020 mg/l), se asemejan o acercan a los de la cepa
Ae. albopictus ATM95, (CLso = 0.070 mg/l) para la cepa de Ae.albopcitus. Otro
estudio realizado a poblaciones de Ae. albopictus de Suiza, Italia y Brasil
demostraron susceptibilidad a Bti. Valores a CLso fueron muy parecidos, con
concentraciones a 0,015 mg/l, mientras tanto, valores CLgo variaron entre 0,030 y
0,036 mg/l. En relacién al FR de Ae. albopictus de campo y la colonia de referencia
Ae. albopictus ReclLalb, estuvieron por debajo del rango establecido, lo que

demostré que las poblaciones de campo permanecieron totalmente susceptibles
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a Bti. Asimismo, los valores de concentraciones letales para Ae.aegypti SPaeg y
Ae.agypti RF, de Brasil se encontraron estrechamente cercanos a los observados
con las colonias de referencia Ae.aegypti Rock y Ae.aegypti RecL (Suter etal.,
2017). Por otra parte, en Brasil exposiciones realizadas a largo plazo con Vectobac®
37 WG a la cepa susceptible Ae.aegypti Rock y Ae.aegypti RecBti, sometida por 30
generaciones no reflejaron cambios significativos al agente biocida a las 24 horas
con ClLso y Cloo, manifestando en promedio el 74% de mortalidad en cada
generacion y alrededor del 15% de mortalidad después de la exposicion a las 24
horas (Carvalho et al., 2018).

En lo concerniente a nuestros resultados obtenidos de las comparaciones de
mortalidad entre las cepas de Ae. aegypti VC, Ae. aegypti CO y Ae. aegypti RA, se
demostro la bioeficacia del insecticida Vectobac® 37 WG contra las poblaciones de
Ae. aegypti expuestas a ClLso, lo que lo destaca su alta efectividad expresada al
73% de mortalidad, con respecto al Natular® y temefos, superando el umbral de
respuesta de los valores medios de mortalidad probada con la cepa de referencia
Ae. aegypti Rock. Evaluaciones realizadas en Honduras manifestd bioeficacia a
concentraciones operativas (0.5 — 5 mg/L) de Bacillus thuringiensis var israelensis
Vectobac® 37 WG contra larvas de Ae. aegypti de estadio Ill y IV (J. Ponce et al.,
2018). Sin embargo, en contraste de las concentraciones probadas con las cepas
Ae. aegypti a CLso en Ae. albopictus, se observé que el biocida Vectobac® 37 WG
demostré un cambio significativo en las mortalidades presentadas, con el 47%
mortalidad como valor mas alto para la cepa Ae. albopictus CO y un 18.5% de
mortalidad para Ae. albopictus RA como la mas baja. En lo que se refiere a las dosis
registradas para una CLoo se registré el mismo patron de crecimiento exponencial

tanto para Ae. albopictus como Ae. aegypti en las diferentes cepas.

Sin embargo, ensayos realizados en Azuero, a pesar de manifestar que VectoBac®
37 WG fue altamente bioeficaz contra ambas especies en las cepas de La Villa Ae.
aegypti (FRso 0,8 x), La Villa Ae. albopictus (FRso 1,1 x), Llano Bonito Ae. aegypti
(FRso 1,3 x) y Llano Bonito Ae. albopictus (FRso 1,3 x) con un FRso < 5, (Molina,
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2020), sus resultados son parciales al no mostrar los porcentajes de mortalidad por

especie lo que se dificulta diferir cual especie sobrepaso el umbral a CLso.

Las diferencias en nuestros resultados de mortalidad con respecto a Vectobac® 37
WG para Ae. albopictus y Ae. aegpypti, quizas estén vinculados con algun tipo de
efecto de competencia (competencia intra-especifica) encontrada a los sustratos
necesarios para el desarrollo, en virtud del cual la larva incorpora menos unidades
de principio activo a condiciones especificas (Orlando et al., 2012), deduciendo que
nuestro formulado empleado contiene una materia inerte desconocida. Las
diferencias entre la tasa de descomposicion y el valor nutricional de los recursos se
indican como factores importantes para la productividad de los mosquitos (Dieng et
al. 2002). Barrera (1996) mostré que el uso de hojas como sustrato, en lugar de
recursos ricos en proteinas (p. ej., polvo de higado) cambia la ventaja competitiva
de Ae. aegypti y Ae. albopictus (Braks et al., 2004; Juliano, 2009; Lounibos, 2007;
Rey y Lounibos, 2015) conforme el tipo de nutrientes que obtenga el espécimen de
un sustrato, asi serd su desempefio en resistir inanicion. La explicacion a este
fendbmeno quizéds se deba que la resistencia al hambre después de 3,5 dias de
alimentacion puede mostrar que especie pudo adquirir mas energia en un sustrato
alimentario en particular segun Barrera (1996). Se ha reportado que Ae. albopictus
es un competidor superior en su estado larval con respecto tanto a Ae.aegypti como
a Cx. pipiens (Harburguer et al., 2016). Con base a experimentos realizados en
Brasil, se constat6 que la radiacion solar, la temperatura y la lluvia interfieren en la
eficiencia del Vectobac® 37 WG, pero a pesar de eso, las esporas de Bti tienen un
gran poder residual a través del cadaver de larvas, lo que influye en la eficacia del
biolarvicida por mucho mas tiempo, ya que mantiene al microorganismo en

ambientes por periodos prolongados (A. S. da Silva et al., 2014).

Por otro lado, Natular® DT a CLso no mostré valores de mortalidad superiores al 50%
en las cepas Ae. aegypti y Ae. albopictus probadas en nuestro estudio de las
diferentes localidades. En cuanto a las CLgo, tampoco supero el umbral del 90% de
mortalidad. Estos resultados son muy diferentes a los estudios efectuados en la

India, a concentraciones de 0.025 mg/l con spinosad, donde se demostraron

59



mortalidades en las cepas de campo Ae.aegypti (85.74%) y Ae.aegypti de
laboratorio (96.24%) (Sisodiya et al., 2021), sin embargo, la Unica similitud
manifestada con nuestros resultados, se observé con la cepa Ae.aegypti Rock, que
registré el 94.25% de mortalidad a CLeo . Honduras por su parte, registré una
bioeficacia de un 100% de mortalidad a las 72 horas respecto a la cepa Ae. aegypti
Rock y Ae. aegypti San Marcos, tratadas con Natular® DT (USAID, 2014). Sin
embargo, estudios de laboratorio (Natular ™ 20EC) y semi-campo (Natular ® DT) a
cepas de Ae. aegypti en Brasil demostraron estadisticamente, que no existe
diferencias significativas, a los distintos periodos de tiempo evaluados (de 24, 48 y
72 horas), determinando las 24 horas como tiempo de exposicién adecuado para la
evaluacion de los formulados Natular ® 20EC y Natular ® DT. Adicionalmente se
evidencio, la susceptibilidad al formulado en larvas a Natular ™ 20EC (CLso) con
variaciones de dosis desde 0.023 mg/L para Ae. aegypti Rock hasta 0.093 mg/l para
las poblaciones de campo Ae. aegypti Marilia. Presentando CLso mayores en su
cepa Ae. aegypti Rock, pero con menores variaciones de CLso en poblaciones de
Ae aegypti de campo. Igualmente, se realiz6 ensayos de semicampo con registro a
las 24 horas para evaluar Natular ® DT, el cual proporcioné un nivel de mortalidad
igual o superior al 80% en cepas de campo de Ae. aegypti durante un periodo de
evaluacion de siete a ocho semanas (Dos Santos Dias etal.,, 2017). Otros
resultados demostraron que la formulaciéon Natular® DT puede usarse eficazmente
contra Ae. aegypti a concentraciones operativas de 0.5 mg/l en frascos de 200 litros
(Thavara et al., 2009), como a también se corroboré que spinosad no refleja efectos
ovicidas (C. Pérez et al., 2007).

Brevemente, infiriendo los altos valores de FRso de Natular® DT contra ambas
especies realizados en Azuero, para La Villa Ae. aegypti (FRso < 5); La Villa Ae.
albopictus (FRso 7 x), Llano Bonito Ae. aegypti (FRso 5,2 x) y Llano Bonito Ae.
albopictus (FRso 5,8 x), (Molina, 2020), se podria interpretar que presentaron bajos

niveles de mortalidad, semejantes a nuestros resultados.
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Estos resultados con respecto a Natular® DT podrian deberse al macerado del
formulado, que aminoro la bioeficacia de su ingrediente activo debido a que DT es
una formulacién Unica, que consta de dos capas homogéneas. Cada capa tiene una
concentracion diferente de spinosad y un perfil de liberacion diferente. La primera
capa es efervescente, lo que facilita la liberacion rapida de spinosad para la
concentracion y accion iniciales. La segunda capa que contiene una concentracion
diferente de spinosad asegurara una liberacion lenta del ingrediente activo para un

control duradero de las larvas de mosquitos (Thavara et al., 2009).

Por su parte, con el agente quimico temefos estudios recientes en Panama, a CLso,
detectaron resistencia en la cepa de Ae. aegypti Pueblo nuevo (FRso = 6.21) y Ae.
aegypti Parque Lefevre (FRso = 7.24), con susceptibilidad en Ae. aegypti RA de
(FRso = 2.95) y las otras cepas de campo evaluadas (Tufion, 2019), por su parte, se
observd un aumento considerable y progresivo de las poblaciones Ae. aegypti RA
con respecto a el FRso = 4.83, expuesto en nuestros resultados a la cepa Ae. aegypti
RA. También mencionar que los estudios realizados en Azuero presentaron FRso <
a 2, en Ae. aegypti (Molina, 2020). Con respecto al FR, algunos estudios realizados
en Argentina a poblaciones de Ae.aegypti enuncian que estos valores son
indicativos de una resistencia incipiente (Bisset et.al 2014). Estudios en Brasil,
también manifiestan que temefos deberia ser reemplazado cuando el FR > 3, debido
a que valores por encima de éste reduce su eficacia a tan solo 4 semanas (Montella,
et. al. 2007). Previo a los estudios realizados en Panama en el 2019, estudios de
resistencia en larvas de la misma localidad muestreada, cepa Ae. aegypti en RA,
detecto resistencia al insecticida Pirimifos-metil (Bisset et al., 2003), mismo grupo
de agente quimico que conforma los OPs, deduciendo un posible indicio de
resistencia cruzada por parte de los insecticidas. Referente a la especie Ae.
albopictus, el 0.3% de mortalidad, fue representado a CLso, en la cepa Ae. albopictus
VC con FRso =4.00, el cual en Panama se detecto solo FRso = 6.00 en Ae. albopictus
Parque Lefevre (Tufion, 2019). Referente a las pruebas realizadas en Azuero ambas

especies de Aedes resultaron ser susceptibles (Molina, 2020).
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No obstante, esta bien establecido que la resistencia puede desarrollarse rapido en
algunas poblaciones y lentamente en otras y su desarrollo depende de factores
intrinsecos a la especie y operacionales, esto ultimo referido al manejo al manejo y
aplicacion del programa de control, principalmente relacionado a la frecuencia y

dosis en aplicaciones de insecticida (Georghiou, 1977).

El uso continuo y la distribucion desigual de insecticidas contra una especie en
particular, en consecuencia, tienen la posibilidad de que una proporcion de la
poblacién pueda tolerar el efecto toxico del insecticida debido a varios factores,
estos factores podrian ser las peculiaridades ambientales, de la poblacién objetivo,
la baja efectividad y la aplicacion inadecuada del insecticida. La resistencia en A.
albopictus esté creciendo frente a los insecticidas que se utilizan con frecuencia en

su control y se reporta en diferentes paises (Rahim et al., 2017).

En general una de las razones de las diferencias de mortalidad en nuestro estudio
por parte de Vectobac® WG, Natular® DT y temefos es mencionado por algunos
autores, que atribuyen estas diferencias a causa de la via de accion de los
compuestos, ya que los productos quimicos actlan directamente por contacto y los
compuestos bacterianos actiian por ingestion u otro modo de accion. Este ultimo
modo de accion depende de factores fisiologicos, por ejemplo, las tasas de
alimentacion segun las etapas de desarrollo y la disponibilidad de
alimentos. Ademas, los compuestos quimicos se sintetizan uniformemente con altos
niveles de pureza, mientras que los compuestos microbianos son productos de
procesos biologicos que estan sujetos a una mayor variacion (Carvalho et al., 2018;
Jaric etal.,, 2008). Otro factor muy importante de nuestros resultados a los
expuestos por otros estudios podria relacionarse a la diversidad genética dentro de
las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus en Panama, ya que es la base de su
capacidad para competir por el habitat e interactuar a nivel intra-especifico, lo que
también podria interferir con las estrategias de control de vectores, como la

supresion de vectores (Eskildsen et al., 2018).
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Dicho de otra manera, se cumple una de nuestras hipotesis alternas demostrando
que la bioeficacia larvicida de Vectobac® 37 WG es mayor que la de Natular® DT y

temefos en las especie Ae.aegypti y Ae. albopictus.
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Conclusiones

eLos agentes biocidas de control biolégico Vectobac® 37 WG y Natular® DT

mostraron su bioeficacia contra las poblaciones de Ae.aegypti y Ae. albopictus.

«La bioeficacia mostrada por Vectobac® 37 WG y Natular® DT contra Ae. aegypti
y Ae. albopictus, hace que estos productos puedan ser considerados como
alternativos por el PNCA ante la aparicion de problemas de resistencia con el

agente quimico temefos.

e Con base a la alta bioeficacia observada del Vectobac® 37 WG contra Ae. aegypti
y Ae. albopictus y considerando su modo de accion, su uso adecuado presenta
un bajo riesgo en el desarrollo rapido de la resistencia en poblaciones de

mosquitos sometidas a una presion selectiva.

e Se logré evidenciar con los resultados obtenidos que las poblaciones de Ae.
aegypti RAy Ae. albopictus VC se mantienen susceptibles al insecticida temefos,
sin embargo, presentan FR elevados que deberian considerarse para realizar

una rotacion con un insecticida de compuesto bacteriano.
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Recomendaciones

Es necesario realizar mas estudios sobre el uso de Vectobac® 37 WG vy
Natular® DT para lograr determinar su nivel de bioeficacia contra poblaciones
de Ae. aegypti y Ae. albopictus de otras regiones del pais con importancia

entomoldgica y epidemioldgica.

En la lucha antivectorial realizada por el PNCA es muy importante hacer un
uso adecuado del Vectobac® 37 WG y Natular® DT para evitar un rapido

desarrollo de la resistencia a estos agentes de control biolégico.

Es muy importante que el PNCA desarrolle un programa de vigilancia y
monitoreo de la resistencia de los insecticidas aplicados contra poblaciones
de Ae. aegypti y Ae. albopictus con el propdsito de prolongar su vida Util.

Es necesario que el PNCA considere a los agentes Vectobac® 37 WG vy
Natular® DT como agentes alternativos al momento que se presente

problemas de resistencia al agente quimico temefos.
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Cuadro 1: Concentraciones de Vectobac® 37 WG, Natular® DT y temefos con

respecto a la cepa susceptible de referencia Ae. aegypti Rockefeller

Concentracion
(mg/l) MEAN SEM
0.07 99.75 0.25
0.06 97.75 1.93
Vectobac 0.05 92.75 3.75
37 ® WG
0.04 65 6.01
0.03 51.25 5.39
0.02 21.75 5.36
0.01 3 1.08
0.05 100 0
0.025 98.67 0.67
Natular® 0.013 91.67 1.67
DT 0.006 44 2.31
0.003 11 0.58
0.002 6 1.53
0.05 98.75 1.25
0.025 95.75 4.25
Temefos 0.013 91.75 6.26
0.006 50.75 6.63
0.003 15 5.57
0.001 0.25 0.25
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Cuadro 2: Nivel de bioeficacia detectada con los insecticidas Vectobac® 37
WG, Natular® DT y temefos con las cepas de Ae. aegypti.

Parametros evaluados

Cepa Insecticida |CL50 FR50 CL90 FR90
Vectobac® WG 0.029 0.051
(0.024-0.033) - (0.044-0.066) -
Ae. aegypti | Natular® DT 0.007 0.018
Rock (0.006-0.008) - (0.015-0.023) -
temefos 0.006 0.015
(0.004-0.007) - (0.011-0.024) -
Vectobac® WG 0.030 0.059
(0.026-0.034) 1.03 (0.051-0.074) 1.15
. Natular® DT 0.015 0.043
Ae. aegypti (0.015-0.016) 2.14 (0.039-0.047) 2.38
co temefos 0.013 0.027
(0.012-0.015) 2.17 (0.023-0.033) 1.8
Vectobac® WG 0.029 0.056
(0.026-0.031) 1 (0.050-0.064) 1.09
Ae. aegypti Natular® DT 0.014 0.044
RA (0.011-0.018) 2 (0.032-0.073) 2.44
temefos 0.029 0.059
(0.020-0.046) 4.83 (0.039-0.234) 3.93
Vectobac® WG 0.022 0.041
(0.019-0.025) 0.75 (0.035-0.051) 0.8
Ae. acqypti Natular® DT 0.018 0.040
VO (0.014-0.023) 2.57 (0.029-0.069) 2.22
temefos 0.016 0.049
(0.011-0.023) 2.67 (0.032-0.120) 3.26
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Cuadro 3: Nivel de bioeficacia detectada con los insecticidas Vectobac® 37
WG, Natular® DT y temefos con las cepas de Ae. albopictus

Parametros evaluados

Cepa Insecticida  |CL50 FR50 CL90 FR90
Vectobac® WG 0.029 0.051
(0.024-0.033) - (0.044-0.066) -
Ae. aegypti Natular® DT 0.007 0.018
Rock (0.006-0.008) - (0.015-0.023) -
temefos 0.006 0.015
(0.004-0.007) - (0.011-0.024) -
Vectobac® WG 0.031 0.066
(0.027-0.035) 1.07 (0.056-0.084) 1.29
. Natular® DT 0.011 0.025
Ae. albopictus (0.009-0.015) 1.57 (0.018-0.041) 138
co temefos 0.007 0.015
(0.005-0.011) 1.17 (0.010-0.040) 1
Vectobac® WG 0.039 0.067
(0.030-0.048) 1.34 (0.053-0.119) 1.31
Ae. albopictus | Natular® DT 0.011 0.027
RA (0.009-0.014) 1.57 (0.020-0.042) 15
temefos 0.006 0.013
(0.005-0.008) 1 (0.010-0.018) 0.86
Vectobac® WG 0.037 0.071
(0.033-0.041) 1.28 (0.061-0.088) 1.39
Ae. albopictus Natular® DT 0.016 0.031
Ve (0.015-0.017) 2.29 (0.029-0.033) 1.72
temefos 0.024 0.046
(0.022-0.027) 4 (0.040-0.056) 3.06
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Determinacién de la bioeficacia de los formulados de control
biolégico Vectobac ® 37 WG (Bacillus thuringiensis
israliensis) y ® DT (Saccharopolyspora spinosa) en
poblaciones de Aedes aegypti y Aedes albopictus de Panama.
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Figura 1: Localizacion del area de estudio en la Provincia de Panama




Figura 2: a-b) Colecta de material biolégico, c-f) identificacion de
especimenes. Sitios de colecta peri-domiciliario en tres localidades.

Figura 3: a-f) Alimentacion artificial para los mosquitos adultos con sangre de
equino; lugar de colecta Hipédromo presidente Reman.
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Figura 4: a-c) Pesaje de insecticida quimico (temefos), preparacién y
homogenizado; d-f) Pesaje de los insecticidas biolégicos y preparacion de
(Vectobac® 37 WG y Natular® DT). Realizado en el Instituto Conmemorativo

Gorgas de estudios de la salud (ICGES).

Figura 5: a) Clasificacion de larvas de tercer estadio tardio o cuarto temprano;
b) Larvas en sus pocillos; c) Larvas en vasos de 24.zcon agua; d-e) aplicaciéon
de insecticidas a los vasos; f) conteo de las larvas después de las 24 horas.

Realizado en el laboratorio.
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Figura 6: Comparacién del porcentaje mortalidad a la CLso de Ae. aegypti por
insecticida analizado con respecto a las tres localidades.

Las barras muestran la media de mortalidad + desviacion estandar. Se aplicé una
prueba de Kruskal Wallis para comparar los datos.
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Figura 7: Comparacion de mortalidad a la CLso de Ae. albopictus por
insecticida analizado con respecto a las tres localidades.
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Figura 8: Comparacién de mortalidad a la CLo de Ae.aegypti por insecticida
analizado con respecto a las tres localidades.
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Figura 9: Comparacién de mortalidad a la CLgo de Ae. albopictus por
insecticida analizado con respecto a las tres localidades.
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